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(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft von den ol- oder ^2-Domanen von HLA-B27 bzw. humanem Keratin VI abgeleiiew Peptide sowie die 

R Z n Un . 8 v °J" °^ " 2 - Domanen v °" H<-A-B27 ««w. humanem Keratin VI abgeleitete? Peptide Z t a 6 no« Zi 

Behandlung von HLA-abhangigen Autoimmunerkrankungen. 6 
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Peptide als Diagno sticum an d Thpr^pnf^,^ 
fur Autoimmunerkrankungen 



Die vorliegende Erfindung betrifft von den al- oder a2-Domanen 
von HLA-B27 bzw. humanem Keratin VI abgeleitete Peptide sowie 
die verwendung bestimmter, von den al- oder a2-Domanen von HLA 
327 bzw. humanem Keratin VI abgeleiteter Peptide zur Diagnose 
und Behandlung von HLA-abhangigen Autoimmunerkrankungen. 

Autoimmunerkrankungen, wie beispielsweise Rheuma, Psoriasis 
(Schuppenf lechte) , multiple Sklerose, Colitis ulcerosa, Autoim 
mun-Uveitis, sind Erkrankungen, bei denen das korpereigene Ab- 
wehrsystem ( Immunsystem) Strukturen des eigenen Grganismus 
nicht mehr toleriert , sondern wie einen eingedrungenen Srreger 
attackiert. Dies hat zur Folge, dafi korpereiger.es Gewebe 
geschadigc oder sogar zerstort wird und dadurch Schmerzer. und 
korperliche Ausf allserscheinungen auftreten: beispielsweise 
steife Gelenke bei Rheuma; entzundliche , schuppige und z.T. 
groSflachige Hautlasionen bei Psoriasis,- allgemeine Bewe- 
gungsschwache, Inkontinenz, Sprachstorungen bei multipler Skle- 
rose; schwere Durchfalle, Ernahrungsstorungen bis hin zur Darm- 
perf oration mit todlichem Ausgang bei Colitis ulcerosa; bei 
Uveitis Verminderung der Sehstarke, die bis zur Erblindung 
fiihren kann. 

Autoimmunerkrankungen verlaufen in fast alien Fallen chronisch, 
entweder schubweise wiederkehrend oder permanent schleichend. 
Die durch das Immunsystem zerstorten Gewebe konnen in den sel- 
tensten Fallen regeneriert werden. Bei rheumatischen Erkrankun- 
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gen kann die autoaggressive Itnraunantwort zu sehr schmerzhaf ten 
Gelenksentziindungen, zu Degenerationen der Gelenke bis zur In- 
validity fiihren. Die teilweise groSf lachigen . stark juckenden 
und auffalligen Hautlasionen bei Psoriasis fiihren bei den Pa- 
tienten sehr haufig zu psychischen Problemen, v. a. im zwischen- 
menschlichen Bereich. 

Die Ursachen fur die Entstehung solcher Autoimmunerkrankungen 
sind aoch weitgehend unbekannt . In manchen Fallen vermutet man 
als an der AuslSsung der Autoimmunerkrankung maSgebend be- 
teiligtes Ereignis Infektionen durch Bakterien oder Viren, 
durch die das Immunsystem fehlgeleitet wird. Sowohl bei rheuma- 
tischen Erkrankungen als auch bei Psoriasis konnte gezeigr wer- 
den, da£ die zellulare Imraunantwort eine wichtige Rolle bei der 
Pathogenese spielt, aber auch Antikorperantworten konnten in 
beiden Fallen nachgewiesen werden. 

Die konventionellen Therapiemafinahmen, die im Falle von Autoim- 
munerkrankungen eingeleitet werden, becreffen nicht nur den 
selbstreaktiven ( " autoaggressiven" ) Teil des Immunsystems , son- 
dern supprimieren generell immunreaktive Zellen, die eigentlich 
zur Abwehr von eingedrungenen Erregern oder von Tumorzeilen 
dienen sollten. Neben einer verringerten allgemeinen Immunab- 
wehr und einer moglichen Entstehung von Turaoren haben die kon- 
ventionellen Immunsuppressiva wie Corticosteroide , Cyclosporin 
A und Zytostatika auch viele nicht -immunologische und z.T. le- 
bensbedrohliche Nebenwirkungen zur Folge. 

Fur viele (Autoimmun-) Erkrankungen wurde eine erbliche Dispo- 
sition aufgrund statistischer Korrelation der Krankheit rait 
bestimmten Antigenen des Haupthistokompatibilitatskompiexes 
(MHO oder, synonym, HLA (humane Leukozytenantigene , ur- 
spriinglich als Transplantationsantigene entdeckt) vermutet. Der 
Mechanismus wurde als eine Verwechslung von Erreger -Antigenen 
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(Bakterien, Viren) mit korpereigenen HLA-Antigenen durch das 
Immunsystem postuliert. 

Das KLA-B27-Antigen stellt offenbar eine Besonderhext dar da 
es bei bestimmten Autoimmunerkrankungen bescnders gehauft auf- 
tritt, wie z.B. bei Iritis, Psoriasis sowie rheumatischen Er- 
krankungen, wie Morbus Bechterew (ankylosierende Spondylitis) 
Psoriasis-Arthritis (Arthritis psoriatica) und juveniler rheu- 
matoider Arthritis bei Knaben. 

Bei der Autoimmunuveitis konnte bereits gezeigt werden 
(Wildner, G . t Thurau, r. , Eur. j. i m munoi . 24, 2579-2585 
(1994,), dafi das HLA-Klasse I-Antigen seine Rolle bei de^ 
Pathogenese nicht als antigenprasentierendes Element soielt 
sondern in Form eines Peptids selbst als Antigen, prasentiert 
auf HLA-Klasse II oder anderen Molekiilen, fungiert Uber 
Kreuzreaktivitaten mit bestimmten Autoantigenen (z.B. finales 
S-Antigen bei der Uveitis, laSt sich dann auch die Organspezi- 
fitat der autoaggressiven Immunreaktion erklaren. 

Autoimmunerkrankungen, bei denen HLA-Antigene eine wichtige 
Rolle bei der Pathogenese der Erkrankung spielen, werden im 
Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung als „HLA-abhangige " 
Autoimmunerkrankungen bezeichnet . 

Bei HLA-abhangigen Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises 

(ankylosierende Spondylitis, reaktive Arthritis, Psoriasis- 
Arthritis, waren die hauptverdachtigen Antigene bisher bakteri- 

elle Proteine, die auf HLA-Klasse I und -II, in einigen Fallen 
praferentiell auf HLA-B27 prasentiert werden sollten, oder auch 

(gelenkspezifisches, Collagen Typ n, bei dem aber der Zusam- 
menhang mit HLA-B27 nicht hergestellt werden konnte. Be< Pso- 
riasis werden Streptococcus-Proteine und moglicherweise Kerati- 
nozycenproteine als Antigene vermutet . 
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Zellulare Immunreaktionen von Rheuma- und Psoriasispat ienten 
auf Peptide aus der Sequenz von HLA-B27 bzw. Hautkerati- legen 
nahe, dafi es sich bei diesen Peptiden urn potentielle Autoanti- 
genpeptide handelt, also urn Peptide, die nicht mehr als korper- 
eigen Oder „selbst" erkannt werden. Zellulare Immunreaktionen 
auf die ersten beiden Domanen von HLA-B27 konnten bereics 1986 
beschrieben werden (Wildner, G. et al. # Abstract 2.33.13, Sixth 
International Congress of Immunology, Toronto, Kanada, c. bis 
11. Juli 1936; Wildner, G. f Dissertation, LMU Miinchen, 1987; 
Wildner, G., et al . , Mol . Immunol. 26, 33 - 40, 1989). 

In den letzten Jahren wurden viele Versuche unternommen, 
regulierend in das Immunsystem einzugreif en, urn das "nor male" 
Gleichgewicht zwischen Selbsttoleranz und Abwehr von Krank- 
heitserregern wieder herzustellen . Dabei sollen nicht aile Im- 
munreaktionen unspezifisch unterdruckt werden, sondern nur der 
Zweig der Immunantwort , der autoaggressiv wirksam ist, getrof- 
fen werden. Man hofft drfher, Nebenwirkungen wie die Erhohung 
des Inf ektionsrisikos Oder Tumorbildung zu vermeiden. 

In diesem Zusammenhang ist ein Vergleich der physiologischen 
Mechanismen, die zu Autoimmunerkrankungen oder zu akuter oder 
chronischer Transplantatabstofiung fuhren, soweit sie bereits 
bekannt sind, interessant. Diese Mechanismen werden gleicher- 
mafien bereits seit einiger Zeit mit dem Ziel, in diesen Fallen 
Abhilfe zu schaffen, intensiv untersucht . So wurde fest- 
gestellt, daS bei der akuten Transplantatabstofiung, cytotox- 
ische Aktivitat insbesondere durch CD8 -positive cytotoxische T- 
Lymphozyten als primares Ereignis im Vordergrund steht, wo- 
hingegen bei der chronischer* Transplantatabstofiung die cytotox- 
ische Aktivitat nur von sekundarer Bedeutung zu sein scheint . 
Auf Ebene der zellularen Immunantwort scheinen hier z.B. CD4- 
positive T-Lymphozyten, insbesondere Helfer-T-Lymphozyten, Sup- 
pressor-T-Lymphozyten, Zytokine, . . von grofierer Bedeutung zu 



3 NSDOC ! 0 -WO S * 222 ' ^ 1 • - 



WO 98/12221 PCT/EP97/05124 

5 

sein. Ahnliches wie bei der chronischen TransplantatabstoSung 
gilt nach derzeitigem Wissenstand fur Autoimmunerkrankungen. 

Mittei zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen werden demenc- 
sprechend im Gegensatz zu Mitteln zur Verhiitung der akuten 
TransplantatabstoSung nicht primar auf die Modulation cvtotox- 
ischer T-Lymphozytenaktivitat abzielen, sondern ein breiceres 
Wirkungsspektrum auf Ebene der zellularen wie der humoraien Im- 
munantwort anstreben. 

Eine Losung der vorstehend definierten Aufgabe in Bezug auf 
KLA-abhangige Autoimmunerkrankungen, inbesondere HLA-Klasse I-, 
aber auch HLA-Klasse II -assoziierte Autoimmunerkrankungen sowie 
insbesondere jene, die speziell mit HLA-B27 assoziiert sine, 
besteht in der erf indungsgemafien Verwendung bestimmter. von den 
al- oder a2-Domanen von HLA-B2 7 bzw. humanem Keratin VI abge- 
leiteter Peptide zur Diagnose und Behandlung von HLA-abhangigen 
Autoimmunerkrankungen. 

Bereits in 1986, 1987 und 1989 wurden von Wildner, G., e: al. 
(a.a.O.) Fusionsproteine beschrieben, die von den al- oder a2 - 
Domanen von HLA-B27 abgeleitete Peptide umfafiten. Auch in WO 
88/05784 von Krensky et al . , WO 93/17699 von Clayberger, C.A., 
und Krensky, A.M., WO 95/26979 von Clayberger, C.A., et al . , 
sowie in den Verof f entlichungen von Clayberger, c.A. , und 'Kren- 
sky, A.M., in Current Opinion in Immunology 7, 644-648, (1995) 
und von Nofiner, E. et al. in J. Exp. Med. 183, 339-348, (1996) 
werden von den al- oder a2-Domanen von HLA-Klasse I-Molekiilen 
abgeleitete Peptide beschrieben. 

Entsprechend den Dokumenten WO 88/05784, WO 93/17699, 
WO 95/26979, Current Opinion in Immunology (1995, a.a.O.) und 
J. Exp. Med. (1996, a.a.O.) sind jeweils bestimmte Gruppen der 
offenbarcen Peptide gedacht fur 
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die Modulation der zytotoxischen/zytolytischen Aktivitat 
von zytotoxischen T-Zellen, insbesondere zytotoxischer T- 
Lymphozyten (CTL) , in Patienten, und zwar in Form 

einer Inhibition von CTL-Aktivitat, 

• durch Bindung der Peptide an CTL , insbesondere uber 
T-Zell-Rezeptoren, die zu einer Inhibition der Lyse 
von Zieizellen durch CTL fiihrt 

(wahrscheinlich uber Kompetition mit dem normaien Li 
ganden fur die Bindung an den CTL (Current Opinion 
Immunol. (1995), a.a.O.) und/oder 

• uber Bindung an Mitglieder der Heat - Shock- Protein- 
Familie HSP 70 in einer mutmafilich der Wirkung an- 
derer immunmodulatorischer Verbindungen, FK5 0S und 
Cyclosporin A, ahnlichen Weise, da die beteiligten 
Heat-Shock-Proteine bislang auf der Oberflache der 
betroffenen T-Zellen nicht nachgewiesen werden 
konnten (J. Exp. Med (1996), a.a.O.), 

• durch Inhibition/Blockierung der CTL-Dif f erenzierung 
(WO 93/17699) , oder 

einer Sensibilisierung von MHC - rest ringier ten Ziei- 
zellen gegeniiber CTL/Stimulierung der CTL-Aktivitat, 
wahrscheinlich uber Presentation der Peptide im MHC- 
Kontext gegeniiber den CTL, 

die Identif izierung von CTL bzw. die Diagnose des Vor- 
liegens bestimmter CTL uber die Bindung an die ent- 
sprechenden Peptide , 

die Entfernung bestimmter CTL-Populat ionen aus einer T- 
Zell-Zusammensetzung uber die Bindung an die entSDre- 
chenden Peptide. 

Der Anwendungsbereich der beschriebenen Peptide wird in samtli- 
chen Dokumenten im Bereich der Transplantationsmedizin, und 
zwar in Verbindung mit akuter Transplantatabstofiung (siehe aucr 
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WO 95/26979 von Clayberger et al . sowie Clayberger, c.A. und 
Krensky, A.M., Current Opinion in Immunology!, 644-648 '1995) 
undNofiner, E . et al . , j. Exp . Med . ^ 33^3^ {199s)) \ nd 
be! der Behandlung viraler, bakterieller und parasitarer Infek- 
tionen sowie Neoplasien gesehen. 

in den Dokumenten WO 88/05784 und WO 93/17699 wird eine Ver- 
wendung der Peptide fur die Diagnose und/oder Behandlung von 
Autoimmunerkrankungen nur all geme i n , ohne jegliche Substan- 
tuerung, z.B. hinsichtlich bestimmter Autoimmunerkrankungen 
erwahnt. Wie bereits weiter oben ausgefuhrt wurde, scheinen je- 
doch bei Autoimmunerkrankungen auf Ebene der zeilularen Im- 
munantwort die Aktivitaten CD4 -positiver T-Lymphozvten, insbe- 
sondere Helf er-T-Lymphozyten, Suppressor -T-Lymphozyter. Zy- 
tokine, und andere Mechanismen gegemiber der Aktivitat von cy- 
totoxischen T-Lymphozyten von grofierer Bedeutung zu sein, so 
daS fur die Behandlung von Autoimmunerkrankungen ein anderes 
wahrscheinlich wesentlich breiteres Wirkungsspektrum der dafiir 
vorgesehenen Peptide erforderlich ist . 

Die verwendung von Peptiden anstelle vollstandiger Antigenpro- 
teane oder davon abgeleiteter langkettiger Fragmente empfiehlt 
S1 ch aus einer Reihe von Grunden, da insbesondere bei einer ge- 
planten Verabreichung an Menschen oder Tiere der Einsatz derar- 
tiger vollstandiger Antigenproteir.e oder davon abgeleiteter 
langkettiger Fragmente eine Reihe von Schwierigkeiten bedingt : 

1) Die sogenannte „ Prozessierung" , d.h. das Herausschneiden 
genau des immunologisch aktiven Abschnitts (Epitops) . im Em- 
pfangerorganismus ist nicht immer absolut gewahrleistet . 

2) Das Antigen kann allenfalls mit grofiem Aufwand "gentechno- 
logisch" .synthetisiert werden. 

3) Das Antigen wird dementsprechend im Allgemeinen aus r.aturli- 
chem Gewebe isoliert werden. Hierbei kommt es leicht zu einer 
infektion durch Bakterien, viren und/oder Virione und ggf . zu 
einer nachf olgenden Transfektion durch (retro) virale oder bak- 
terielle DNA. 
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4) Die Antigenproteine sind' auch als Trockensubstanz uncer Um- 
scanden nur sehr kurz lagerfahig und erfordern zudem bescndere 
und aufwendige Lagerbedingungen . 

5) Die Gefahr einer Allergisierung im Sinne einer Lebensmittei- 
oder Kontaktallergie ist bei der Anwendung von Antigenprcteinen 
am Menschen oder Tier ganz besonders zu erwarten, da es leicht 
zu einer Vernetzungswirkung von IgE auf Zelloberf lacher. von 
Masczellen und Eosinophilen kommt . 



Wie bereits angesprochen, wird die der Erfindung zugrundelieg- 
ende Aufgabe durch die erf indungsgemaEe Verwendung bestimmter, 
von den ol- oder a2-Domanen von HLA-B2 7 bzw. humanem Keratin VI 
abgeleiteter Peptide zur Diagnose und Behandlung von HLA- 
abhangigen Auto immune rkrankungen gelost. 

Die hier in Betracht kommenden Autoimmunerkrankungen umfassen 
HLA-Klasse I- und - II -assoziierte Autoimmunerkrankungen, insbe- 
sondere, aber nicht aussehliefilich, Erkrankungen des rheuma- 
tischen Formenkreises", wie Arthritiden, rheumatoide und reak- 
tive Arthritis, Arthritis psoriatica und juvenile rheumatoide 
Arthritis, sowie Iritis, Psoriasis und Uveitis. Ferner sind 
HLA-327 -assoziierte Autoimmunerkrankungen zu nennen, zu deren 
Diagnose und Therapie die vorstehend definierten Peptide der 
Erfindung gleichfalls eingesetzt werden konnen. Eine Assozia- 
tion mit dem HLA-B2 7 -Antigen besteht beispielsweise bei anky- 
losierender Spondylitis (Morbus Bechterew) sowie bei bestimmten 
Formen der vorstehend genannten Erkrankungen des rheumatischen 
Formenkrei-ses, insbesondere bei bestimmten Formen der juve- 
nilen rheumatoiden Arthritis und Arthritis psoriatica, und bei 
besonderen Formen von Iritis, Uveitis und Psoriasis. Es ist 
festzuhalten, dafi sich die Eignung der vorstehend definierten 
Peptide nicht auf die Diagnose und Behandlung bzw. Verhutung 
von KLA-B27-assoziierten Autoimmunerkrankungen beschrankt . Sie 
erstreckt sich vielmehr auch auf solche, die eine Assoziation 
mit anderen HLA-Antigenen der Klasse I zeigen, wie beispiel- 
sweise die nicht-HLA-B27-assoziierte juvenile rheumatoide Ar- 
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thritis und Arthritis psoriatica. Die Eignung erstreckt sich 
ferner auch auf HLA-Klasse II -assoziierte Autoimmunerkrankun- 
gen, vie spezielie mit KLA-Klasse II-assoziierte Arthitiden. 



Die erf indungsgemaS einsetzbaren Peptide umfassen von den al- 
oder a2-Domanen von HLA-B27 bzw. humanem Keratin VI abgeleitet 
Peptide und, genauer, die nachf olgenden Kernsequenzen B2 7PA, 
327PA*, B27PB , B27PC und Ker333 bzw. sind von diesen Kernse- 
quenzen abgeleitet 

Peptid 327PA: 

Trp-Asp-Arg-Glu-Thr-Gln-Ile-Cys-Lys-Ala-Lys-Ala-Gin-Thr-Asp 
Arg -Glu - Asn - Leu - Arg - Thr , 

Peptid B27PA* : 

Trp-Asp-Arg-Glu-Thr-Gln-Ile-Cys-Lys-Ala-Lys-Ala-Gln, 

Peptid B27PB : 

Leu-Leu-Arg-Gly-Tyr-His-Gln-Asp-Ala-Tyr 

Peptid B27PC: 

Arg-Val-Ala-Glu-Gln-Leu-Arg-Ala-Tyr-Leu-Glu-Gly-Glu-Cvs-Vai 
Peptid Ker333 : 

Leu-Asp- Leu-Asp-Ser- He- He -Ala -Glu- Val-Lys- Ala -Gln-Tyr-Glu- 
Glu-Ile-Ala-Asn-Arg-Ser z 

Entsprechend der fur HLA-B27 von Szots, H. , Riethnriiller , G., 
Weiss, E. und Meo, T., in Proc . Natl. Acad. Sci. USA 83.. 1428- 
1432 (1986) , angegebenen Aminosauresequenz entspricht 

das Peptid B27PA den Aminosauren 60 - 80 innerhalb der ai- 

Domane von HLA-32 7, 

das Peptid B27PA* den Aminosauren 60 - 72 innerhalb der 
al-Domane von HLA-B2 7, 

das Peptid B27P3 den Aminosauren 109 - lis innerhalb der 
a2-Domane von KLA-B2 7 und 
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das Peptid B27PC den Aminosauren 151 
a2-Domane von HLA-B2 7. 
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165 innerhaib der 



Die Erfinder haben gefunden, da£> fur die Aktivitat der Peptide 
zur Verhutung bzw. Behandlung von HLA-abhangigen Aut o immune r- 
krankungen bzw. fur die Diagnose derselben nur eine begrenzte 
Anzahl von Aminosauren, die innerhaib der genannten Kernseguen 
zen diskontinuierlich verteilt sind, essenziell ist. Folglich 
konnen hinsichtlich der diesbezuglich nicht wesentlichen Ami- 
nosaurepositionen weitreichende Deletionen, Insertionen, Inver 
sionen und Substitutionen vorgenommen werden, ohne die genannt 
biologische Wirksamkeit der Peptide zu beeintrachtigen . 
Selbstverstandlich werden hierbei auch Derivat isierungen und 
Modif ikacionen der zugrundliegenden Aminosauren mitumfafit 
(Methyiierung, Amidierung, Glykosylierung , Anhangen von Fett- 
saureresten (gesattigten und ungesatt igten aiiphat ischen 
Resten) , . . . ) . 

Wesentlich bei jeglicher, Abanderung von Peptiden gegeniiber den 
Kernsequenzen ist, dS'fi das resultierende Peptid eine raumliche 
oder dreidimensionale Struktur aufweist, die sich nicht auf- 
grund der durch die vorstehend definierte Sequenz sich erge- 
benden Ladung und/oder Oberflachenstruktur hinsichtlich des 
Verwendungszwecks als nachteilig erweist, und bevorzugt in der 
Weise, da£ die raumliche Struktur des abgeanderten Peptids in 
ihrer Oberflachenstruktur und Ladungsverteilung derjenigen der 
vorstehend genannten Kernpeptide oder zumindest derjenigen 
eines fiir die biologische Wirksamkeit essenziellen Teilab- 
schnitts der Kernpeptide entspricht. 

Folglich lassen sich erf indungsgemafi einsetzbare, von 327PA, 
B27PA* und Ker333 abgeleitete Peptide durch die folgenden For- 
meln veranschaulichen : 



BL1-X-BL2-Y-BL3-Z-BL4-W-BL5 und 
BL1-X-BL2-Y-BL3-2 
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Die Abkurzung BL steht fur Aminosaureblocke , die nach Mafigabe 
der Angabenin der nachf olgenden Tabelle l bis 8 Aminosauren 
umfassen konnen. Zwischen diesen Blocken finden sich einzelne 
charakteristische und moglicherweise fur die vorstehend 
angesprochene biologische wirksamkeit wesentliche Aminosauren 
Oder Aminosaurengruppen (X, Y, Z und W) . Die Peptide B27?A und 
Ker333 wurden dementsprechend aufgrund der Ubereinstimmungen in 
den Aminosaurepositionen X, Y, Z und W aus den jeweiligen Ge- 
samtsequenzen ausgewahlt . 

Es wird jedoch gleichfalls in Betracht gezogen, daS auch andere 
Aminosauren innerhalb der Kemsequenzen fur die biologische 
. Wirksamkeit des Peptids von Bedeutung sein konnen. Wie bereits 
angesprochen, ist im vorliegenden Zusammenhang die rawnliche 
Oder dreidimensionale Struktur des resultierenden Peptids in 
Entsprechung zu derjenigen der vorstehend genannten Kernpeptide 
oder zumindest eines Abschnitts davon entscheidend. 

Bezogen auf die vorstehend angegebenen Kemsequenzen von-B2 7PA 
bzw. 327PA* 

entspricht X (an Position 2 des Peptids; Position 61 nach 
Szots et al. (a.a.O.)) der Aminosaure Asparaginsaure 
(Asp) , 

entspricht Y (an Position 7 des Peptids,- Position 65 nach 
Szots et al. (a.a.O.)) der Aminosaure Isoleucin (lie), 
entspricht Z (Positionen 11 - 13 des Peptids; Positionen 
70 - 72 nach Szots et al. (a.a.O.)) der Tripeptidsequenz 
Lys-Ala-Gln, alternativ auch Lys-Ala-Glu, 

entspricht W (an Position 20 des Peptids; Position 79 nach 
Szots et al. (a.a.O.)) der Aminosaure Arginin (Arg) , 

die im Falle einer Substitution samtlich ( X , Y , Z und W bzw. 

X, Y und Z) vorzugsweise durch homologe (d. h. strukturell und 

chemisch eng verwandte) Aminosauren bzw. Aminosaurengruppen 

substituiert sein sollten. 

Bezogen auf die vorstehend angegebene Kernsequenz von Ker33 3 
entsprechen die Reste X, Y, Z und W den gleichen Aminosauren 
wie bei den von B27PA und 327PA* abgeleiteten Peptiden, 



9NSDOCID- <VJO 98 12221 A I .!_> 



WO 98/12221 PCT/EP97/05124 

II 

entspricht also 

X (an Position 2 des Peptids) der Aminosaure Asparagin- 
saure (Asp) , 

Y (an Position 7 des Peptids) der Aminosaure Isoleucin 
(He) , 

Z (Positionen 11 - 13 des Peptids) der Tripept idsequenz 
Lys-Ala-Gln, alternativ auch Lys-Ala-Glu, 
W (an Position 20 des Peptids) der Aminosaure Arginin 
(Arg) , 

die ebenfalls im Falle einer Substitution samtlich (X, Y , Z und 
W) vorzugsweise durch homologe (d. h. strukturell und chemisch 
eng verwandte) Aminosauren bzw. Aminosauregruppen substituiert 
sein sollten. 

Die in der im Folgenden aufgefiihrten Tabelle fur die Blockse- 
quenzen BL angegebenen Aminosauren und Peptide entsprechen den 
in den Peptiden B27PA, B27PA* und Ker333 an diesen Positionen 
vorkommenden Aminosauren; so ist BLi ein Block aus 1 bis 2 Ami- 
nosauren, z.B. Trp oder Leu, wie sie in den Peptiden B27PA, 
B27PA* bzw. Ker333 an dieser Position vorkommen . Die Bezeich- 
nung BL»2 umfafit einen Block von 4 bis 5 Aminosauren. Fur beide 
Blocke sind weitreichende Inversionen, Modif ikat ionen und Sub- 
stitutionen denkbar. Das gleiche gilt entsprechend fur die Pep- 
tidblocke BL3 bis BL5 mit 3 bis 4, 6 bis 8 bzw. 1 bis 2 Ami- 
nosauren. Bevorzugt sind jedoch auch in diesem Falle Substitu- 
t ionen durch homologe Aminosauren gegenuber den Kernsequenzen 
B27PA, B27PA* und Ker333 ( obgleich bei den BL-Posit ionen auch 
weitergehende Substitutionen unter Auf rechterhaltung der 
gewiinschten biologischen Aktivitat moglich sein sollten. 

Wie bereits wiederholt angesprochen , ist letztendlich entschei- 
dend, daS eine rauinliche StruJetur entsteht, die sich nicht auf- 
grund der durch die vorstehend definierte Sequenz sich erge- 
benden Ladung und/oder Oberf lichens truktur hinsichtlich des 
Verwendungszwecks als nachteilig erweist, und bevorzugt in der 
Weise, dafi die raumliche Struktur des abgewandel ten Peptids 
insgesamt oder zumindest hinsichtlich eines mindestens 6, vor- 
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zugsweise mindestens 8 Aminosauren langen Abschnitts in ihrer 
Oberflachenstruktux und Ladungsvezteilung derjenigen der vor- 
stehend genannten Kernpeptide oder eines entsprechenden Ab- 
schnirts davon im wesentlichen encspricht . 



Bit 



SL? 



BU 



W 



BLs Bezeichnunq 



1-2 as (2) 4-5 as 
Asp 



Trp 



Arg-Glu- 
Thr-Gln 



(7) 3-4 as (11.t2.13) 6-8 as 



He 



Cys-Lys- 
AJa 



Lys-AJa-GIn 
oder 

Lys-Aia-Glu 



Thr-Asp- 
Arg-Glu- 
Asn-Leu 



(20) 1-2 as 
Arg 



Thr B27PA 

Oder 

He 



Trp 



Leu 



Arg-Glu- 
Thr-Gln 

Leu-Asp- 
Ser-lle 



Cys-Lys- 
*A1a 

Ala-Glu- 
Val 



Tyr-GIu- 

Giu-tle- 

Aia-Asn 



B27PA* 



Ser Ker333 



BL4 )cann in von der vorstehend angegebenen Kernsequenz B2 7PA 
abgeleiteten Peptiden speziell auch fur eine der folgenden Ami- 
nosauregruppen stehen: 

Thr - Asp - Arg -Glu- Asp -Leu 
oder 

Thr- Asp - Arg -Glu- Ser- Leu 
oder 

Thr-Tyr-Arg-Glu-Asn-Leu 
oder 
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Thr-Tyr-Arg-Glu-Asp-Leu 
oder 

Thr-Tyr-Arg-Glu-Ser-Leu. 

Ahnliches gilt fiir von den vorstehend angegebenen Kernsequenzen 
B27PB und B27PC abgeleitete Peptide mit der Sequenz : 

BL6-0-BL7-M-BLe . 

Die Peptide B27PB und B27PC. weisen ubereinst immend die als 0 
und M bezeichneten Peptidposit ionen auf . 

Bezogen auf die vorstehend angegebene Kernsequenz 32 7P3 

entspricht 0 (Positionen 2-3 des Peptids; Positionen 
110 - 111 nach Szots et al . (a.a.O.)) der Dipeptidsequenz 
Leu-Arg und 

entspricht M (an Position 5 des Peptids; an Position 113 
nach Szots et al . (a.a.O.)) der Aminosaure Tyrosin (Tyr) . 

✓ 

Bezogen auf die vorstehend angegebene Kernsequenz B27PC 

entspricht 0 (Positionen 6-7 des Peptids; Positionen 
156 - 157 nach Szots et al . (a.a.O. )) gleichfalls der 
Dipeptidsequenz Leu-Arg und 

entspricht M (an Position 9 des Peptids; an Position 159 
nach Szots et al . (a.a.O.)) gleichfalls der Aminosaure 
Tyrosin (Tyr) . 

Auch hier sollten im Falle einer Substitution die Positionen 0 
und M wie auch die Positionen BL vorzugsweise durch homologe 
(d.h. strukturell und chemisch eng verwandte) Aminosauren bzw. 
Aminosaurengruppen substituiert sein. Auch hier gilt, dafi Sub- 
stitutionen, Modif ikationen, Inversionen, Deletionen und Inser- 
t ionen von Aminosauren in dem Umfange moglich sind, soweit 
diese Abanderungen nicht auf die durch die vorstehend 
definierte Sequenz sich ergebende Ladung und/oder Oberflachen- 
strukzur hinsichtlich des Verwendungszwecks nachteilig ein- 
wirken, und bevorzugt in der Weise, dafi dadurch eine raumliche 
Struktur hinsichtlich Oberf lachenstruktur und Ladungsverteilung 
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entsteht, die zumindest teilweise, d.h, zumindest uber einen 
mindestens 6, vorzugsweise mindestens 8 Aminosaure langen Ab- 
schnitt, der fur die biologische • Akt ivitat des Peptids essen- 
zieii ist, hinweg, derjenigen der zugrundeliegenden Kernsequenz 
entspricht . 

Die nachfolgende Tabelle gibt lediglich beispieihaft die ent- 
sprechenden Aminosauren bzw. Pept idsequenzen an, die in den zu- 
grundeliegenden Kernsequenzen B27PB und B27PC an diesen ?osi- 
tionen gefunden werden. 



Bezeichnung BL6 O BL7 M BLs 



1 as 1 as 0-6 as 
Tyr 

Gly " His-Gln-Asp-Ala-Tyr 

Ala " Leu-Glu-Gly-Glu-Cys-Val 



Es ist jedoch f estzuhalten, dafi Peptide, die jeweils unter eine 
der vorstehend angegebenen allgemeinen Formeln fallen, nicht 
notwendigerweise dasselbe Wirkungsspektrum aufweisen, was z.B. 
die HLA-abhangige Autoimmunkrankheit angeht, die durch diese 
Peptide behandelt werden kann. Abwandlungen in einzelnen oder 
nur wenigen Aminosauren konnen bereits dazu fiihren, daS ein 
Peptid erfolgreich fur die Behandlung einer gegeniiber dem Aus- 
gangspeptid anderen, HLA-abhangigen Autoimmunerkrankung , wie 
Iritis, Psoriasis, rheumatischen Erkrankungen, wie Morbus 
Bechterew (ankylosierende Spondylitis) , Psoriasisarthritis 
(Arthritis psoriatica) , juveniler rheumatoider Arthritis bei 
Knaben, einsetzbar ist. 

Erf indungsgemafie Peptide im Sinne der oben beschriebenen dia- 
gnostischen oder therapeutischen Anwendungen sind auch solche 
Peptide, die 8 bis 20, bevorzugt 10 bis 18, optimal 12 bis 16, 
Aminosauren aus den oben gezeigten Sequenzen umfassen. 



1-5 as 2 as 

Leu-Arg 

B27PB Leu 

B27PC Arg-Vai-Ala-GJu-GIn 
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Die Peptide im Sinne der Erfindung konnen auch N- terminal 
und/oder C-terminal Subst itutionen aufweisen; hierzu konnen 
beispielsweise zahlen: 

Fettsauren und Phospholipide , 
Zuckerreste und 

C-C^-Alkyl- oder - Alkenylreste . 

Die hierzu erf orderlichen Kopplungsreagenzien und -verfahren 
sind dem Fachmann bekannt . Beispielhaft sei hier die Verwendung 
von Methyldithiobenzoesaure (MDTB) fur die Konjugation mit ak- 
tivierten Olefinen uber eine NH 2 -Gruppe eines Peptids und die 
Verwendung von bifunkt ionalen Verknupf ungsreagenzien , wie MBSE, 
Glutaraidehyd und Methyldithiobenzoesaure (MDTB) fur die Kop- 
plung mit Phospholipiden, wie Phosphat idylcholin oder Phosphat- 
idylethanolamin, auf gefiihrt . 

Ein Peptid im Sinne der Erfindung kann direkt oder uber Sub- 
st ituenten oder Kopplungssysteme (z.B. Biotin/Avidin) an or- 
ganische oder anorgajiische Tragermaterialien oder, wie nachfol- 
gend noch weitergehend ausgefuhrt werden wird, direkt oder in- 
direkt nachweisbare Markierungssubstanzen gebunden oder adsor- 
biert sein. 

Bei den vorstehend definierten Peptiden konnen ohne wesentli- 
chen Wirkungsverlust verschiedene Anderungen vorgenommen wer- 
den, unter anderem: 

1) Die Peptide konnen sowohl am N-terminalen als auch am C- 
terminalen Ende verlangert werden. 

2) Die Peptide konnen sowohl am N-terminaien als auch am C- 
terminalen Ende verkiirzt werden, jedoch in der Regel lediglich 
nur bis zu Peptiden mit mindestens 6, vorzugsweise mindestens 3 
Aminosauren . 

Insbesondere im Falle der von B27PA und Ker333 abgeleiteten 
Peptide ist eine N- wie C-terminale Verkiirzung auch uber ein- 
zelne der charakt erist ischen Aminosauren hinaus moglich, ohne 
daS die vorstehend definierte biologische Aktivitat verloren 
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geht. Ein Beispiel fur sin C-terminal verkiirztes, von B 2 7 PA 
geleitetes Peptid ist B2 7PA* , das, wie vorstehend dargestellt 
dxe Aminosauren 60 - 72 gemaS der Aminosauresequenz von HLA-327 
nach Szots et al. (a.a.O.) umfafit . 



ar>- 



Die Erfindung umfaSt gieichfalls die folgenden erf indungsgeraafl 
einsetzbaren Peptide: 

Peptid B27PA: 

Trp-Asp-Arg-Glu-Thr-Gln-Ue-Cys-Lys-Ala-Lys-Ala-Gln-Thr-Aso- 
Arg-Glu-Asn-Leu-Arg-Thr, 

Peptid 32 7 PA* : 

Trp-Asp-Arg-Glu-Thr-Gln-Ile-Cys-Lys-Ala-Lys-Ala-Gln, 

Peptid B27PB: 

Leu-Leu-Arg-Gly-Tyr-His-Gln-Asp-Ala-Tyr, 

Peptid B2 7PC: 

Arg-Val-Ala-Glu-Gln-Leu-Arg-Ala-Tyr-Leu-Glu-Gly-Glu-Cys-Val, 
Peptid Ker333 : 

Leu-Asp-Leu-Asp-Ser-Ile-Ile-Ala-Glu-Val-Lys-Ala-Gln-Tyr-Glu- 
Glu-Ile-Ala-Asn-Arg-Ser . 

Gegenstand der Erfindung sind ferner von den Sequenzen der vor- 
stehend angegebenen Peptide abgeleitete Peptide, die eine ver- 
gleichbare Eignung zur Diagnose und/oder eine vergleichbare Ak- 
tivitat bei der Behandlung von HLA-abhangigen Autoimmuner- 
krankung aufweisen. Als vergleichbare Aktivitat werden im Rah- 
men der vorliegenden Anmeldung eine bis zu 2 00% hohere, im Ein- 
zelfail bis zu 300% hohere, oder eine bis zu 25% niedrigere Ak- 
tivitat angesehen. Die erf indungsgemafien, von den vorstehend 
angegebenen Sequenzen abgeleiteten Peptide sind von diesen ins- 
besondere durch Substitution einzelner Aminosauren oder klei- 
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neren Gruppen von Aminosauren' abgeleitet . Bevorzugt sind diese 
dergestalt abgeleitet, dafi 

eine geringe Anzahl ( in der Regel nicht mehr ais vier oder 
funf der Aminosauren, einzeln oder in kleinen Gruppen durch 
eine oder mehrere vorzugsweise homo log e Aminosaure (n) substi- 
tuiert ist 
und zusat zlich/oder 

eine geringe Anzahl, in der Regel nicht mehr als bis zu 3 
beliebige Aminosaurereste N- und/oder c- terminal angefugt sind 
und/oder 

die Peptide N- und/oder C-terminal urn eine geringe Anzahl 
von Aminosauren verkiirzt sind; die VerJcurzung geht in der Regel 
ledigiich so weit, daS ein Peptid mit mindestens 6, vorzugs- 
weise mindestens 8 Aminosauren resultiert. 

Wie bereits ausgefiihrt, wurden die Peptide B2 7PA und Ker3 3 3 
aufgrund von Sequenzhomologien an bestimmten Aminosaureposi- 
tionen aus den jeweiligen Gesamtsequenzen ausgewahlt . 2s wird 
angenommen, dafi diese Aminosaurepositionen zumindest zum Teil 
fur die biologische WirksamJceit der Peptide von Bedeutung sein 
Iconnten. Die Sequenzhomologien sind in den folgenden Kernse- 
quenzen B27PA, Ker333 und der von B27PA durch C-terminaie Ver- 
k:\irzung abgeleiteten Kernsequenz B27PA* durch Unterstreichung 
der einzelnen Aminosauren angegeben: 

Peptid B27PA: 

Trp-A^-Arg-Glu-Thr-Gln-Ile'Cys-Lys-Ala- Lys - Ala -Gln-Thr-Asp- 
Arg-Glu-Asn-Leu-Arg-Thr , 

Peptid Ker333 : 

Leu- Asp -Leu-Asp-Ser-Ile- Ile -Ala-Glu-Val- Lvs - Ala - Gln -Tyr-Glu- 
Glu- Ile-Ala-Asn-Arg-Ser , 
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Peptid B27PA* : 

Trp-^-Arg^Glu-Thr-Gln-ne-Cys-Lys-Ala-Lys-Ala-Gln. 

Hinsichtlich cier unterscrichenen Aminosaurepositionen sind dem- 
entsprechend homologe Aminosaureaustausche bevorzugt, wohin- 
gegen hinsichtlich der ubrigen Positioner auch Subst itut ionen 
durch nicht -homologe Aminosauren in einem gewissen AusmaS 
moglich erscheinen. Es wird jedoch in Betracht gezogen, dafi 
auch andere Aminosaurepositionen innerhalb der Peptidsequenzen 
fur die biologische Wirksamkeit des Peptids von Bedeutung sein 
konnen. Wie bereits mehrfach angesprochen , ist fur die biolo- 
gische Wirksamkeit eines Peptids die dreidimensionale Struktur, 
die ein derartiges Peptid ausbildet, von wesentlicher Bedeu- 
tung, so daS Abwandlungen der Struktur in dem AusmaSe moglich 
erscheinen, soweit diese Abanderungen nicht auf die durch die 
vorstehend definierte Sequenz sich ergebende Ladung und/oder 
Oberflichenstruktur hinsichtlich des Verwendungsz weeks nach- 
teilig einwirken, und b'evorzugt in der Weise, dafi die dreidi- 
mensionale Struktur des abgewandelten Peptids- gegeniiber der- 
jenigen der Kernsequenz bzw. von fur die biologische Funktion 
wesenrlichen Abschnitten der Kernsequenz im wesentlichen un- 
verandert bleibt. 

Unter den Mafigaben der vorstehend genannten vergleichbaren Eig- 
nung zur Diagnose und/oder vergleichbaren Aktivitat bei der Be- 
handlung von HLA-abhangigen Autoimmunerkrankung und Beriicksich- 
tigung der vorstehenden Ausfiihrungen zu der raumlichen Struktur 
der Peptide sind gleichfalls Peptide von der Erf indung umf aSt , 
die, gegebenenfalls zusatzlich zu Subst itut ionen, durch Modi- 
fizierung (z.B. durch Methyl- , Fettsaure-, Zuckergruppen) , in- 
version, Deletion und/oder Insertion einzelner Aminosauren oder 
kleinerer Gruppen von Aminosauren von den vorstehend angege- 
benen Sequenzen abgeieitet sind. 
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Die Erfindung umfaSt weiterhin auch Verfahren zur Erzeugung der 
vorscehend definierten Peptide durch Aneinanderf iigen von Ami- 
nosauren bzw. Derivaten davon in der geeigneten Abfolge auf an 
sich bekannte Weise. 



Mogliche Strategien zur Erzeugung von von den vorstehend 
angegebenen Kernsequenzen abgewandelten Peptiden umfassen dem- 
entsprechend Methoden, die diese jeweils besondere raumliche 
Struktur der Kernsequenzen oder von Abschnitten von diesen 
beriicksichtigen. Beispielhaf t waren hier die bereits genannten 
homologen Aminosaureaustausche zu nennen, aber auch computer- 
gestutztes ^molecular modelling" mit dem Ziel, f estzustellen, 
in wie weit mogliche Aminosauresubstituierungen, -modif izierun- 
gen, -deletionen oder -insertionen die raumliche Struktur des 
resultierenden Peptids beeinf lussen . Eine von den „naturlichen" 
Aminosaurebausteinen losgeloste Alternative bietet das Konzept 
der „Peptidomimetics" mit dem Ziel, Nicht-Peptid-Analoga zu 
erzeugen, die jedoch^eine dreidimensionale Struktur ausbilden, 
die der eines gegebenen Ausgangspeptids , hier der vorstehend 
genannten Kernsequenzen oder von Abschnitten davon, gleicht . 

Die der vorstehenden Definition entsprechenden Peptide konnen 
gleichfalls daran gebundene Markierungssubstanzen, wie sie 
weiter oben angesprochen wurden, umfassen, sofern diese die 
Eignung der Peptide zur Diagnose von HLA-abhangigen Autoimmu- 
nerkrankungen nicht wesentlich beeintracht igen . 

Die erf indungsgemafi einsetzbaren bzw, erf indungsgemafien Peptide 
konnen auf eine Vielzahl von Wegen hergestellt werden. Bei- 
spielsweise kann eine chemische Synthese unter Einsatz automa- 
tisierter oder manuell zu bedienender Peptid-Synthetisiervor- 
richtungen, wie sie beispielsweise von den Firmen Beckman oder 
Applied Biosystems, Inc., vertrieben werden, erfolgen. In die- 
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sem Falle wird encsprechend den von den Kerstellern dieser Ap- 
parate bereitgestellten Protokollen zur Peptidsynthese , die 
genaue Angaben zu den einzusetzenden Reagenzien and Verfahrens- 
bedingungen enthalten, vorgegangen. 

weitere Moglichkeiten bestehen in einer manuellen chemischen 
Synthese. Unter den dera Fachmann bekannten Verfahren sei 
beispielhaft auf das Festphasenverf ahren nach R. s. Merrifield 
(„Solid Phase Synthesis", Science 232, 341-347 (1986)), das in 
Ldsung ausgefuhrte Verfahren unter Einsatz von Dicyclohexylcar- 
bodiimid (DCCI) zur Aktivierung von Carboxylgruppen von Aus^ 
gangs -Aminoacylverbindungen oder -Peptidteiisequenzen der 
gewiinschten Struktur und Umsetzung der so carboxyterminai ak- 
tivierten Verbindungen mit den Amino funktionen entsprechender 
Verbindungen oder Fragmente, die sich in dem endgiiltigen Peptid 
an den entsprechenden Positionen befinden sollen, verwiesen. Im 
Falle des letztgenannten Verfahrens ist eine Blockierung von 
unter diesen Bedinguiigen gleichfalls reaktiven, zusatzlichen 
Gruppen innerhalb der Reaktionspartner erf orderlich ; fur Ami- 
nogruppen hat sich beispielsweise der Einsatz von tert.- 
Butyloxycarbonyl -Gruppen { t-BOC-Gruppen) ecabliert. 

Die Peptide konnen auch aus natiiriichen Quellen, insbesondere 
Bakterien oder Eukaryontenzellen, die mit einer die Peptide 
kodierenden DNA in einer Weise, die die Expression derselben 
ermoglicht, transf ormiert wurden, isoliert werden. Die hierfur 
erforderlichen Verfahren z.B. zur DNA-Manipulation; Transforma- 
tion und Peptidgewinnung durch Aufreinigung z.B. mittels 
bekannter Chromatographieverf ahren ( Ionenaustausch- und Im- 
munaf finitatschromatographie, Gelf iltration, ...) und Elektro- 
phorese sind dem Fachmann bekannt . Derartige aus natiiriichen 
Quellen gewonnene Peptide eignen sich insbesondere fur den Ein- 
satz zur Diagnose von HLA-abhangigen Autoimmunerkrankungen. 
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Wie bereits ausgefuhrt umfaSt die Erfindung insbesondere die 
Verwendung der genannten Peptide zur Diagnose und Behandlung 
von HLA-abhangigen Autoimmunerkrankungen . 

a) Diagnose von HLA-abhanqig en Autoimmunerkrankungen 

Die von HLA-B27 und Keratin VI abgeleiteten Peptide konnen 
diagnostisch fur Nachweise zellularer sowie humoraler Immun- 
antworten eingesetzt werden. Dadurch konnen die Krankheits- 
bilder immunologisch genauer klassif iziert werden, was eine 
spezifischere Behandlung ermoglicht. Aufgrund der dargescell ten 
Sequenzen stellen diese Peptide ein spezif ischeres Antigen dar 
als das jeweilige vollstandige Proteinant igen . Daruberhinaus 
stellt bei Keratin die Loslichkeit des Peptids im Gegensatz zum 
Protein einen erheblichen Anwendungsvorteil dar. 

Die hier in Betracht kommenden Autoimmunerkrankungen umfassen 
HLA-Klasse I- und - II -assoziierte Autoimmunerkrankungen, insbe- 
sondere, aber nicht ausschlieSlich, Erkrankungen des rheuma- 
tischen Formenkreises , wie Arthritiden, rheumatoide und reak- 
tive Arthritis, Arthritis psoriatica und juvenile rheumatoide 
Arthritis, sowie Iritis, Psoriasis und Uveitis. Ferner sind 
HLA-32 7-assoziierte Autoimmunerkrankungen zu nennen, zu deren 
Diagnose und Therapie die vorstehend definierten Peptide dieser 
Erfindung eingesetzt werden konnen. Eine Assoziation mit dem 
HLA-327 -Antigen besteht bei ankylosierender Spondylitis (Morbus 
Bechterew) sowie bei bestimmten Formen der vorstehend genannten 
Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises, insbesondere bei 
bestimmten Formen der juvenilen rheumatoiden Arthritis und Ar- 
thritis psoriatica, und bei besonderen Formen von Iritis, Uvei- 
tis und Psoriasis. Es ist f estzuhalten, dafi sich die Eignung 
der vorstehend definierten Peptide nicht auf die Diagnose und 
Behandlung bzw. Verhiitung von HLA-B27 -assoziierten Autoimmuner- 
krankungen beschrankt. Sie erstreckt sich vielmehr auch auf 
solche, die eine Assoziation mit anderen HLA-Antigenen der 
Klasse I zeigen, wie beispielsweise die nicht-HLA-B27- 
assoziierte juvenile rheumatoide Arthritis und Arthritis pso- 
riatica. Die Eignung erstreckt sich ferner auch auf HLA-Klasse 
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Il-assoziierte Autoimmunerkrankungen , wie spezieile mit HLA- 
Klasse Il-assoziierte Arthitiden. 

Besonders eignen sich die Peptide als Antigene fur in vitro - 
Nachweissysteme zur Messung von Antikorpern, wie z.3. im enzym 
gekoppelten Immunadsorptionstest (ELISA) oder Immunf luoreszenz 
Test, and zur Messung der zeliularen Immunantwort , wie z.3. im 
T-Zell-Stimulationstest . 

Dabei konnen die Peptide direkt gelost oder an Tragermaterial 
adsorbiert oder kovalent gebunden eingesetzt werden. Ent- 
sprechend dem Assayverf ahren werden die Peptide mit einer di- 
rekt oder indirekt nachweisbaren Markersubstanz gekoppelt 
eingesetzt. Derartige dem Fachmann bekannte Markersubstanzen 
umfassen u.a. direkt oder uber Kopplungssysteme (z.3. 3io- 
tin/Avidin) gebundene f luoreszierende Stoffe, Enzyme, radioak- 

tive Elemente ( 3 H "c 32 P iS <z 125 t \ n 

in, f, S( I( _j umfassende Grup- 

pierungen oder Molekule und magnetische Teilchen. Die Peptide 

konnen dazu in freier oder entsprechend modif izierter Form mit 

weiteren fur die Durchfuhrung des Assayverf ahrens bendtigten 

Reagenzien in Form Wines Kits bereitgestellt werden. ' 

Ebenso konnen die Peptide auch direkt am Menschen zu dia- 
gnostischen Zwecken verwendet werden. Hierbei kann durch die 
intra- oder subkutane Injektion des Peptids - in Losung oder an 
einen Tragerstof f adsorbiert oder gebunden - eine immur.olo- 
gische Reaktion ausgelost und abgelesen werden. Insbesondere 
eignen sich die Peptide fur die Auslosung einer Immunreaktion 
vom verzogerten Typ bei gesunden Menschen als diagnostische 
Suchmethode oder beim Patienten zur spezifischen Diagnostik. 
Hierfur werden die Peptide in Form von Formuiierungen, die ggf. 
fur eine derartige Verwendung dem Fachmann bekannte Zusatz- 
oder Hilfsstoffe umfassen, auf ublichem Weg, z.b. oral, intra - 
venos, subkutan, intramuskular u.s.w., verabreicht . 
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b) Verhiitung/Therapie von HLA-abhangigen Autoimmun- 
erkrankungen 

Die vorstehend def inierten, von HLA-B27 und Keratin VI abge- 
leiteten Peptide konnen als Therapeutika fur HLA-abhangige 
Autoimmunerkrankungen eingesetzt werden, wie sie vorstehend un- 
ter a) beispielhaft aufgefiihrt wurden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist dementsprechend die 
Verwendung der erf indungsgemafien Peptide zur Verhutung oder Be- 
handlung von HLA-abhangigen Autoimmunerkrankungen und insbeson- 
dere fur die Herstellung von Mitteln zur Verhutung und/oder Be- 
handlung von HLA-abhangigen Autoimmunerkrankungen. 

Die Erfindung umfafit auch ein Verfahren zur Behandlung von HLA- 
abhangigen Autoimmunerkrankungen beim Menschen, das eine Verab- 
reichung der vorstehend def inierten Peptide umfafit. 

Ziel der erf indungsgemafien Verabreichung der genannten Peptide 
ist eine Tolerisierung gegeniiber verschiedenen Autoantigenen, 
die Ziel der immunologischen Reaktionen sind, gegen die sich 
die autoimmune Aktivitat richtet. Dabei losen die Peptide eine 
spezifische Immunreaktion aus, die sich als Toleranz, Anergi- 
sierung oder Deletion von antigenspezif ischen T-Zellen aufiert . 
Eine Toleranzinduktion kann aber auch durch die Blockade der 
antigenprasentierenden Restriktionselemente auf prof essionellen 
oder nicht-prof essionellen antigenprasentierenden Zellen er- 
reicht werden. 

Wie bereits ausgefuhrt, ist. die Reaktion des Immunsys terns bei 
derartigen Autoimmunerkrankungen nicht auf Blutlymphozyten 
beschrankt. Es wird erwartet, daS die humorale Immunantwort 
iiber Antikorper, Makrophagen und weitere Zellen des Immunsys - 
terns ebenfalls mogliche Ziele der erf indungsgemafien Peptide um- 
fafit. 

Der Nachweis des therapeut ischen Potentials der Peptide ergibt 
sich aus experimentellen Befunden bei Patienten und Normal - 
spendern. Dabei wurden beispielhaft zum einen in vitro - 
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Untersuchungen durchgef uhrt , bei denen die Lymphozyten aus dem . 
peripheren Blut (PBL) von Patienten mit Morbus Bechterew 
(ankylosierender Spondylitis) und gesunden Spendern gewonnen 
warden. Diese Lymphozyten wurden dann mit verschiedenen Prote- 
inen und Peptiden inkubiert und die Reaktion als verstarkte 
Zellvermehrung mittels Einbau von H-Thymidin gemessen. Dabei 
zeigte sich, dafi die Lymphozyten von Patienten mit Morbus 
Bechterew im Gegensatz zu Gesunden deutlich starker auf das 
Peptid B27PA* reagierten als auf ein Vergleichspeptid (B27PD) , 
das nicht den vorstehend angegebenen Definitionen entsprach. 
Aus der Primarstruktur der Peptide (Aminosauresequenz ) kann 
eine Kreuzreaktivitat der Lymphozyten abgeleitet werden, die 
die Ursache der Autoimmunreaktion ist. 

Dariiberhinaus wurden Immunisierungsversuche mit den Peotiden 
327PA* und Ker333 bei Ratten vorgenommen, die in einem von vier 
bzw. in zwei von vier Fallen zu geschwollenen Fingergelenken 
bei den Tieren fuhrten, die den Befunden bei Psoriasisarthrit is 
(Arthritis psoriatica) vergleichbar waren. Diese Befunde sind 
gleichfalls ein Hinweis' darauf , dafi die Peptide bei den Tieren r 
die eine Reaktion zeigten, eine Kreuzreaktivitat mit nacurlich 
vorkommenden Epitopen im Bereich der Fingergelenke aufweisen 
konnten, die die Ursache der Autoimmunreaktion ist. Konnen der- 
artige Befunde erzielt werden, erscheint es sinnvoll, die ent- 
sprechenden Peptide bei Verfahren zur Diagnose bzw. weiterge- 
henden Charakterisierung der jeweiligen Autoimmunerkrankung, 
wie sie beispielsweise im vorangehenden Absatz beschrieben wor- 
den sind # miteinzvibeziehen. 

Schon fruher konnte im Falle der Autoimmun-Uveitis gezeigt wer- 
den, daS sich aus einer solchen Kreuzreaktivitat unmittelbar 
ein therapeutischer Ansatz ergibt (siehe z.B. WO 95/29194; 
Thurau, S.R., et al . , Immunology Letters 57, 193-201 (1997)). 
Fur die Behandlung von Patienten ist daher die Kenntnis der im- 
munologischen Reaktivitat eines Peptids diagnostisch wichtig, 
da sich daraus unmittelbar eine Therapiemoglichkeit mic eben 
diesen Peptiden ergibt, indem sie zur Abschwachung einer auto- 
aggressiven Immunantwort eingesetzt werden sollen. 
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Die Toleranz kann dann durch die intravenose Gabe, subkutane 
Oder mtramuskulare Verabreichung , aber auch insbesondere durch 
Aufbringung der vorstehend definierten Peptide bzw. diese ent- 
haltender Praparate auf mukosale Oberflachen, wie z.B. des Na- 
sopharynx-Bereichs, der Lunge oder des Magen-Darmcrakts 
(insbesondere bei oraler Verabreichung), ausgeiost werden. 

Es wird in diesem Zusammenhang eine Verabreichung sowohl von 
einzelnen als auch von zwei oder mehreren der vorstehend 
definierten Peptide in Betracht gezogen. Bei der Verabreichung 
zweier oder mehrerer Peptide besteht die Moglichkeit einer 
gleichzeitigen oder einer sequenziellen Verabreichung. 

Die die genannten Peptide enthaltenden Praparate konnen als ' 
Trockensubstanz. in Losung, als Suspension oder auch als Aero- 
sole. z.B. in Form von Nasensprays oder Inhalationssprays , 
verabreicht werden. Sie enthalten dann neben der Wirksubstanz 
iibliche Hilfs- und Tragerstoffe. Die Peptide sollten in einer 
Tagesdosis von 10 Mikrogramm bis 10 00 Milligramtn pro Kilograram 
Korpergewicht verabreicht werden. 

Eine erfindungsgemaE besonders bevorzugte Verabreichungsweise 
erfolgt fiber Schleimhaute, insbesondere die Nasen- , Lungen- und 
Magen-Darm-Schleimhaute mittels eines Nasen- oder Inhalations - 
sprays bzw. durch eine orale Verabreichung des/der Peptide. Die 
Mechanismen der oralen, nasalen oder Inhalationstoleranz - m- 
duktion sind noch weitgehend unbekannt . Nach den derzeitigen 
Kenntnissen spielen wohl cytotoxische Effekte keine Rolle, zu- 
mindest nicht fiber -CTL. Die regulatorischen Zellen, die durch 
mukosale Antigenverabreichung induziert werden. sind bislang 
weder ausreichend identif iziert noch funktionell charakteri- 
siert . 



Fur eine orale Verabreichung kann eine Verwendung von Abgabe- 
systemen, z.B. Kapseln, in Betracht kommen, aus denen die Pep- 
tide erst in spezifischen Kompartimenten des Gastrointestinal - 
trakts, z.B. in speziellen Darmabschnitten, und gegebenenf alls 
iiber einen langeren Zeitraum kontinuierlich freigesetzt werden. 
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Dadurch kann beispielsweise ein Kontakt des Praparats mit dem 
im Magen vorherrschender. aggressiven, sauren Milieu vermieden 
werden. ?iir eine subkutane Verabreichung stehen gleichfalis Ab- 
gabevorrichtungen zur Verfiigung, die in diesem Falle implan- 
tiert werden. Abgabevorrichtungen der vorstehend angesprochenen 
Typen sind dem Fachmann bekannt . 

Eine topische Verabreichung der Peptide zu Therapiezwecken wird 
im vorliegenden Falle nicht ausgeschlossen, erscheint jedoch 
nach gegenwartigem Wissenstand als nicht bevorzugt. Im Falle 
von Psoriasis beispielsweise konnten autoaggressive T- 
Lymphozyten in den Hautlasionen topisch verabreichtes Peptid 
als bereits geeignet auf bereitetes , d.h. proteolytisch fragmen- 
tiertes Antigen im entsprechenden MHC-Kontext erkennen und die 
autoaggressiven Reaktionen dadurch verstarkt werden. 

Gegenuber der Toleranzinduktion mit einem kompietten Protein, 
wie sie zur Zeit in verschiedenen Zentren erprobt wird, weist 
die Toleranzinduktion mit einem der vorstehend genannt en .'-Pep- 
tide bei HLA-abhangigen' Autoimmunerkrankungen verschiedene 
Vorteile auf: 

1) Ein Peptid kann relativ giinstig auf proteinchemischem ; Weg 
synthetisiert werden. 

2) Ein Peptid wird nicht aus naturlichem Gewebe isoliert. Somit 
entfallen alle moglichen Risiken einer Infektion durch Viren, 
Virione oder Bakterien, von denen das Gewebe moglicherweise be- 
fallen sein konnte, bzw. ggf. nachf olgender Transf ektior. mit 
entsprechender (retro) viraler oder bakterieller DNA. 

3) Ein aufwendiges und in der Ausbeute meist nur wenig ergiebi- 
ges gentechnologisches Produktionsverf ahren, das alternativ zur 
Gewinnung von Proteinen aus tierischem Material genutzt werden 
kann, ist nicht erforderlich. 

4) Peptide sind in der Regel als Trockensubstanz lange lager- 
fahig und erfordern keine besonderen Lagerbedingungen. 

5) Die Gefahr einer Allergisierung im Sinne einer Lebensmittel - 
oder Kontaktallergie ist bei Peptiden im Gegensatz zu Proteinen 
nicht zu erwarten, da keine Vernetzungswirkung von IgE auf 



WO 98/12221 PCT/EP97/05124 

Zelloberflachen von Mastzellen und Eosinophilen erzielt werden 
kann. 

6) Der Effekt der Peptide ist , wie vorstehend geschildert. eine 
regulierende Wirkung auf das Immunsystem. 

3EISPIELE 

Die erfindungsgemaSe Eignung von den vorstehenden Definitions 
entsprechenden Peptiden als Antigene fur in vitro -Nachwe is - 
systeme zur Messung der zellularen Immunantwort wurde anhand 
des Peptids B27PA* durch diverse Untersuchungen gezeigt. 

Peptide : 

Die dem Test unterzogenen Peptide waren das vorstehend angege- 
bene, gegenuber der Kernsequenz B2 7PA urn 8 Aminosauren C- 
terminal verkiirzte Peptid B27PA* mit den Aminosauren 60 - 72 
der HLA-B27-Sequenz nach Szots et al. (a.a.O.): 

B2 7PA* : 

Trp-Asp-Arg-Glu-Tiir-Gln-Ile-Cys-Lys-Ala-Lys -Ala-Gin 
sowie das nicht den vorstehenden MaSgaben fur erf indungsgemafi 
einsetzbare Peptide entsprechende Kontrollpeptid 327PD mit den 
Aminosauren 125-138 der HLA-B2 7 - Sequenz nach Szots et al . 
(a.a.O. ) : 

B27PD : 

Ala-Leu- Asn-Glu-Asp-Leu-Ser-Ser-Trp-Thr-Ala- Ala- Asp-Thr. 

Es ist bereits friiher gezeigt worden, dafi das Peptid B2 7PD im 
Rattenmodell fur experimentelle Autoimmun-Uveitis (EAU) uveito- 
gen war (WO 95/29194; Wildner, G. & Thurau, S.R., Eur. J. Immu- 
nol. 24, 2579-2585 (1994)). 



Das Peptid B27PA* wurde auf einer halbautomatischen Peptid- 
Synthetisiervorrichtung nach den Anweisungen des Herstellers 
hergestellt. Das Peptid B27PD wurde von Neosystems, Strasburg, 



3NSDOC10- *-WO 9912221*' |_ 



WO 98/12221 

PCT/EP97/05124 

s 9 

RpTILT' ^ haUen - PePtide ^ e ia ^uPPlem.ntiert.m 

KPrai-1640 gelost. 

Patienten : 

Es warden T-Lymphozyten aus peripherem Blut (PBL) von HLA-B27* 
Patienten Bit ankylosierender Spondylitis (AS, HLA- B2 7 

Patienten mit anderen Spondylarthropathien, HLA-B27-- Pa tienten 
.it rheumatoider Arthritis (ra)< hla _ b2 ^_ x.nten 

den HLA-B27 -Kontrollpersonen untersucht. 

KLA-B27' -Patienten mit ankylosierender Spondylitis (AS, ■ 
Die m die Studie auf genommenen 55 Patienten mit ankylosieren- 
der s pon ylitis (AS, erf.Uten .i. tlich die raodif iziercen New 
York-Kntenen fur eindeutige AS (Van der Linden, s., Valken- 
burg.^H.A.. Cats, A., Arthritis Rheum. 27, 361-368, (1 984>). 
(36 Manner, 19 Frauen; Altersdurchschnitt: 40,9 Jahre , Alters- 
bereich: is - 71 Jahre) . Samtliche Patienten erfullt*n die 
Voraussetzungen fur eine klinisch „aktive" Erkrankung. 

✓ - - 

HLA-B27* -Patienten mit anderen Spondylarthropathien ■ 
Die in die Studie auf genommenen 28 HLA-B27*- Patienten mit an- 
deren Spondylarthropathien umfaEten 5 Patienten mit reakt<ver 
Arthritis, 10 Patienten mit Arthritis psoriatica und 13 Pa'tie^- 
ten mit Arthritis enteropathica in Verbindung mit Morbus Crohn 
Oder ulcerativer Colitis (15 Manner, 13 Frauen; Altersdurch- 
schnitt: 42,4 Jahre, Altersbereich : 22 - 76 Jahre,. 

Gesunde HLA-B2 T - Kon trollpersonen : 

Es wurden 30 Personen in die Studie aufgenommen (18 Manner * 2 
Frauen; Altersdurchschnitt : 46,2 Jahre, Altersbereich: 20 - 73 



Gesunde KLA -B2 7 ' - Kon trollpersonen .- 

Es wurden 22 Personen in die Studie aufgenommen (10 Manner ^ 
Frauen; Altersdurchschnitt: 30,8 Jahre, Altersbereich: 22 - 53 



Jahre) 
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HLA-B27 -Patienten mit rheumatoider Arthritis (RA) : 
Es wurden 7 HLA-327"-Patienten mit aktiver rheumatoider Arthri- 
tis (RA) in die Studie auf genommen (l Mann, 4 Frauen; Alters- 
durchschaitt: 56,8 Jahre, Altersbereich : 30 - 72 Jahre) . 

Keiner der Kontroll -Blutspender hatte eine personliche oder fa- 
miliare Vorgeschichte von Spondylarthropathien noch gab es Hin- 
weise fur eine noch nicht lange zuriickliegende Infektion im 
Gastrointestinal- oder Urogenitalbereich. 

Isolieruna von T.vmphozv ten aus perinherem Blut fPBL) • 
Aus heparinisiertem peripherem Blut gewonnene PBL wurden durch 
Standardzentrifugation uber einen Ficoll-Hypaque-Gradienten 
isoliert, dreimal gewaschen und in RH10- Kulturmedium [RPMI- 
1640-Medium, das 2 mM L-Glutamin, HEPES , 100 U/ml Penicillin, 
100 fig /ml Streptomycin und 10% hitzeinaktiviertes humanes AB- 
Serum enthalt] resuspendiert . 

Lvmphoz vten-Prolif erat ionsassay : 

5 x 10 PBL wurden in -Rundboden-Mikrot iterplatten mit 96 Ver- 
tiefungen (Nunc, Roskilde, Danemark) mit oder ohne Stimulanzien 
auf ein Endvolumen von 100 fil mit Kulturmedium RH10 aufgefullt. 
Die Peptide wurden in einer Endkonzentrat ion von 10 //g/ml ver- 
wendet. Samtliche Tests wurden als Dreif achproben ausgefiihrt. 
Die Kulturen wurden 6 Tage bei 3 7°c in befeuchteter Atmosphare 
(5% C0 2 , 951 Luft) inkubiert. Am Tag 5 wurden 0,25 /xCi 3 H- 
Thymidin ( 3 H-TdR; Amersham, Braunschweig, DE) jeder Vertiefung 
zugesetzt. Am Tag 6 wurden die Zellen auf Glasf ilterpapier 
durch Standard-Ernteverfahren gesammelt. Der 3 H-TdR-Einbau 
wurde durch Fliissigkeitsszintillationszahlung quantif iziert . 
Die Ergebnisse sind als Stimulat ionsindizes angegeben { [cpm mit 
Stimulans - cpm ohne Stimulans] : [cpm ohne Stimulans] ) . 

Ermittl ung der Dosis-Reaktions-Kurve fur das Peptid B2 7PA* : 
1 x 10 s PBL von einem auf B27PA* ansprechenden Patienten (AS1) 
in 100 ill RH10 -Kulturmedium wurden ohne und mit dem synthe- 
tischen Peptid B27PA* in unterschiedlichen Konzentrat ionen von 
0,1 bis 50,0 fig /ml 6 Tage inkubiert, mit 0,25 ^Ci 3 H-Thymidin 
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( 3 H-TdR) am Tag 5 gepulst und am Tag 6 auf Glasf ilterpapxer 
geerncet. Die Ergebnisse sind als mittlere Counts pro min (cpm) 
± Standardabweichung von Dreif achproben angegeben. 

Brzeuqunq B2 7PA* - ^ri ez if i srhpr T -Ze1 1 : nH an ■ 

3 x 10 6 PBL wurden mit 10 /ig/ml des Peptids 327PA* in Platten 
mit 12 Vertiefungen in einem Volumen von 2 ml Kulturmedium rhio 
mkubiert. Die PBL wurden von den Patienten AS1 und AS 3 mit an- 
kosylierender Spondylitis und einem gesunden HLA-B2 7*-Biutspen- 
der HI gewonnen, die signifikante Prolif erationsantworten auf 
das Peptid B27PA* in dem vorangehenden Lymphozyten -Prolif era- 
cionsassay gezeigt hatten (siehe „ ERGEBNISSE" ) ; PBL von einem 
weiteren Patienten mit ankylosierender Spondylitis, AS 2 , der 
keine Prolif erationsantwort zeigte, wurden als Koncrolle her- 
angezogen. Nach 3 Tagen Kultur wurde das Medium durch frisches 
RH10 , das mit 20 u/ml rekombinantem IL-2 (rIL-2, Boehringer 
Ingelheim, DE) supplementiert war, ersetzt. Am Tag 10 wurden 
die Kulturen gewaschen und mit autologen, bestrahlten (4000 
rad) PBL als Feeder-Zellen, io M g/ml 327PA* -Peptid und rI:L-2- 
suppiementiertem RH10 restimuliert . Fur die Restimulierung wur- 
den 2 x io 6 Feeder-Zellen je 1 x 10 s Responder-Zellen verwen- 
det. Am Tag 20 wurden die resultierenden T-Zellinien funktional 
in einem Lymphozyten- Prolif erationsassay unter Verwendung von 
1 x ic 4 T-Zellen als Responder-Zellen und l x 10 4 autologen E- 
(d.h. Monozyten/B-Zell-angereicherten Fraktionen, die aus 
autologen PBL durch Rosettenbildung mit Schaf erythrozyten ab-' 
getrennt worden waren) als Feeder-Zellen in einem Gesamtvolumen 
von ISO nl RH10 charakterisiert, wie beschrieben in Hermann, 
E., Fleischer, B . , Mayet, W.-j., Poralla, T. , Meyer zum 
Biischenfelde, K.-H., Clin. Exp. Immunol. 75, 3S5-370, (1989) 
Die Peptide B2 7PA* (in 10 oder 'l M g/ml) und B2 7PD (in 10 M g/ml) 
wurden als Stimulanzien, Phytohaemagglutinin (PHA; l M a/ml) als 
Positivkontrolle verwendet . Urn die Fahigkeit monoklonaler An- 
tikorper (MAbs) zu uberprufen, die Peptid-spezif ische T-Zell- 
Proliferation zu blockieren, wurden die MAbs w6/32 (anti-KLA- 
Klasse I; 1:400), DA6 .231 (anti-KLA-Klasse II; 1:400) bzw. 
1 /ig/rcl TCR-61 (spezifisch fur eine Framework-Determinante auf 
der o-Xette von r 5-TCR; T-Cell Sciences, Cambridge, MA, USA) 
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den 327PA* enthaltenden Kulturen zugesetzt. Die Zellen wurden 
mit 0,25 /xCi 3 H-TdR am Tag 3 der Kultur gepulst und, wie vor- 
stehend beschrieben, geerntet und gezahlt. 

Phanocvpische Analyse (FACS) von Peptid-stimulierten T- 
Zellinien : 

Eine Analyse der T-2ellinien wie auch von unstimulierten PBL in 
einer Zellsortierungsvorrichtung wurde an den Tagen 8 und 20 
der Kultur ausgefuhrt. 3 x 10 s Zellen wurden pro Test zuerst 
mit den unkonjugierten MAbs anti-CD3 (OKT3), anti-CD4 (OKT 4), 
anti-CDS (OKT 8) (Hybridom-Uberstande ) , BMA.031 {spezifisch fur 
eine Framework-Determinante auf TCR-a0) , TCR-51 und dann mit 
mit Fluoreszeinisothiocyanat konj ugiertem polyklonalem Ziege- 
anti-Maus-IgG-Antikorper (Medac, Hamburg, DE) in RPMI-1640/10% 
fotales Kalberserum markiert . Die Proben wurden zwischen jedem 
Schritt zweimal gewaschen. Eine cytof luorometrische Analyse, 
bei der 6000 Zellen pro Probe gezahlt wurden, wurde an einer 
Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierungsvorrichtung (FACS tar, 
Becton Dickinson) ausgefuhrt. Die Ergebnisse sind als Prozent- 
satz der durch monoklonale Antikorper (MAb) definierten, posi- 
tives, angefarbten Zellen bezogen auf den Prozentsatz aller 
CD3 -positiven T-Zellen angegeben. 

ERGEBNISSE 

Prolif erationsantworten von PBL auf von HLA-327 abaeleitete 
Peptide : 

Wie in Figur 1 gezeigt, induzierte B27PA* eine signifikante 
PBL-?rolif eration (SI * 2,5) in 17/55 untersuchten Patienten 
mit AS (SI zwischen 2,5 und 17) wie auch in 3/3 0 gesunden HLA- 
B27*-Blutspendern (SI zwischen 2,5 und 9,8). Der Unterschied 
zwischen der Gruppe von AS - Patienten und der Gruppe von gesun- 
den HLA-B27*-Blutspendern war statistisch signifikant 
(p = 0,013 5; Mann-Whitney-Rangsummentest ; Programm Stat 
Exact) . Bei 2/28 anderen HLA-B27-assoziierten Spondylarthro- 
pathien wie auch bei 2/22 gesunden HLA-B2 7" -Kontrollpersonen 
konnte nur eine geringfugige PBL-Prolif eration (SI = 2,5) 
gezeigt werden. 
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Da beKannt isc, daS einige T-Zellen in Reaction auf ein Antig-n 
dazu stimuliert werden konnen, Cytokine zu sezernieren, -edoch 
mcht proliferieren, wurde auch die Haufigkeit von lFN-/se- 
zernierenden T-Zellen unter den PBL eines AS-Patienten de^ auf 
das Peptid ansprach, (AS1) und eines auf das Peptid nichr an- 
sprechenden AS-Patienten (AS2 ) unter Einsatz eines enzymver- 
knupften Immunospot (ELISPOT) -Assay [modif iziert nach X^nman 
D.M., Nutman, T.B., „ELIspot assay to detect cytokine-secret^na 
murine and human cells"; in: Current Protocols in Immunology " 
7. Auflage, Hrsg. : Coligan, J. E ., Kruisbeek, A.M., Marguii-s' 
D.H., Shevach. E.M., Strober, w. , Brooklyn, New York, Greene' 
Publishing Associates, 1994 ] bestimmt . Diese empfindliche 
ELISPOT-Technik ergab eine spezifische IFN-y-Produktion durch 
durch B27PA* stimulierte T-Zellen bei 3 von 10 s PBL des Soen- 
ders AS1 und bei 1 von 10 s PBL des Spenders AS2 . 

PBL von RA-Patienten vurden von keinem der beiden verwendeten 
Peptide stimuliert. 

.Interessanterweise entwickelte der gesunde HLA-B27*-Blutspende>- 
(bezeichnet als Hi), ein 30-jahriger mannlicher Blutspender, 
der mnerhalb der Gruppe von gesunden HLA-B2 7*-Probanden die 
starkste PBL-Prolif erationsantwort auf das Peptid B27PA* (si = 
9,8) zeigte, 8 Monate, nachdem wir die Blutprobe abgenommen 
hatten. Ruckenschmerzen vom entziindlichen Typ und eine,mor- 
gendliche Steifheit uber 1 h. Unglucklicherweise ist dieser 
Blutspender HI nicht bereit, sich einer medizinischen Unter- 
suchung durch einen Rheumatologen zu unterziehen. 

Wie in nachfolgenden Tabelle gezeigt, ist die B27PA*-sDezif i- 
sche Reaktion der PBL eines AS-Patienten, die auf dieses Peotid 
ansprachen, dosisabhangig und erreicht ein Maximum bei einer 
Endkonzentration von 10 M g/ml in Kulturmedium . 
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Pept id-Endkonzentrat ion B27PA* : 

( ^ /ml) cpm ± Standard- 



abwei chung 



0 


10 j 




£. U 


0,1 


218 


± 


25 


1,0 


565 


± 


47 


5,0 


1576 




70 


7,5 


2492 




72 


10 , 0 


2718 


4- 


76 


20, 0 


.2695 




88 


50 , 0 


2733 


± 


84 



Diese Ergebnisse zeigen,, dafi ein synthetisches Peptid aus der 
HLA-B2 7-Sequenz, B27PA* , als Autoantigen spezifisch durch PBL 
von HLA-B27*-Patienten mit ankylosierender Spondylitis und in 
einem geringeren Ausmafi durch PBL von HLA-B2 7*-Kontrollpersonen 
erkannt wird. 

In HLA-B27~-Kontrollpersonen induzierten die von HLA-B27 abge- 
leiteten Peptide B27PA* und B27PD keine oder nur geringfiigige 
Proliferation, obwohl diese Peptide fur die PBL-Spender fremd 
waren. Der Mangel an Proliferation gegemiber diesen HLA-B27 - 
Determinanten durch die Kontroll-PBL kann durch die Tatsache 
erklart werden, dafi diese Art von Reaktivitat eine „indirekte 
Alloerkennung" darstellen wiirde, die durch Wirts-MHC-restrin- 
gierte T-Zell -Alloreaktionen gekennzeichnet und bekanntermafien 
unveranderlich entweder auf eine einzige oder einige wenige 
dominante Determinanten auf dem fremden MHC -Antigen gerichtet 
ist (Benichou, G., Tarn, R.C., Loares, L.R.B., Fedoseyeva, E.V.. 
Immunol. Today 18.: 67-71, (1997)). Dement sprechend scheinen die 
hier untersuchten Peptide keine ent sprechenden Determinanten 
auf dem HLA-B2 7 -Mole kiil zu represent ieren , die moglicherweise 
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in der Lage waren, alloreaktive T- Zell -Antworten in HLA-B27 - 
Spendern hervorzuruf en . 

F unktionale Charakrerisieruna v o n B?7Pa« - gpe2 jf ischgn t. 
Zellinien : 

Es wurden 3 verschiedene B27PA*-spezif ische T-Zellinien durch 
Inkubieren und Restimulieren von P3L von den Patienten ASl und 
AS3 und von einem gesunden HLA-B27'-Blutspender (Hi) mit dem 
Pepcid B27PA- erzeugt, wie vorstehend beschrieben. ASl und AS 3 
waren AS - Patienten, deren PBL in Reaktion auf das Peptid B2 7PA* 
stark proliferierten (ASl: SI = 17, S; AS 3 : SI = 15,4). Die PBL 
des Blutspenders Kl wurden durch B27PA* mit einem SI von 9,8 
stimuliert. Die Kontroll-T-Zellinie B27PA* -AS2 wurden von PBL 
abgeieitet, die in Reaktion auf B27PA* nicht proliferierten 
(SI = l) . Die T-Zellinien wurden am Tag 20 der Kultur analy- 
siert. Wie in der nachf olgenden Tabelle gezeigt, proliferierten 
die Linien B27PA* -ASl , B27PA*-AS3 und B27P A *- H 1 spezifisch in 
Reaktion auf das Peptid B27PA* , wohingegen die Kontrollinie 
327PA-AS2 dies nicht tat. Diese spezifische T-Zell-Proli,fera- 
tion konnte durch anti-MHC-Klasse I-MAbs (w6/32) oder anti-MHC- 
Klasse II-MAbs (DAS. 231) nicht inhibiert werden. Der monoklo- 
nale Antikorper TCR-51 (anti-vd-TCR) war in der Lage, die 
327PA*-spezif ische Prolif erationsreaktion urn mehr als 50% in 
den Kulturen, die mit 1 ^g/ml B27PA* stimuliert wurden, zu 
blockieren, wohingegen er die PHA-induzierte Proliferation 
nicht beeinflufite. 
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Durchflufizytometrisrhe toalv.P v 0n B27PB* - gDe2 jf isrh g P 7 . 
Zellinien : 

Wie in der nachf olgenden Tabelle zu ersehen ist , ergab eine 
Phanotypisierung der 327PA*-spezif ischen T-Zellinien 327PA*- 
AS1. 327PA-AS3 und B27PA-H1 (ausgefiihrt an den Tagen S and 20 
der Kultur) eine bedeutende Expansion von yo-TCR'-Lymphozyten in 
den 327PA*-stimulierten Linien im Vergleich zu den nictt stimu- 
liercen PBL (Tag 0) oder zu nur mit rIL-2 stimulierten PBL- 
Linien. Am Tag 20 umfafiten y6-TCR*-Lymphozyten 25,5% (Spender 
AS1). 30,4% (Spender AS3) und 32,7% (Spender Hi) der gesamten 
CD3-positiven Zellpopulation . Im Gegensatz dazu enthielt die 
durch B27PA* stimulierte Kontrollinie B27PA*-AS2 nur 7,4% Y s- 
TCR'-Zellen. Die in der folgenden Tabelle angegebenen Dacen 
sind als Prozentsatz der gesamten CD3 -positiven T-Zellen 
angegeben . 
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TCR-aP(%) CD4(%) CD3(%) TCR-v6(%) 

Spender AS1 



f ri e("h icollOTTft Dt3T 


93 , 0 


69,8 


24 , 6 


5,3 


az. t rrt oulinuidLlon, 13.9 " 


84,9 


52 , 9 


28,2 


13 , 7 


B27PA* -Stimulation, Tag 20 


73, 6 


45,1 


30,5 


25, 5 


rIL-2 -Stimulation, Tag 20 


93 , 0 


67, 7 


26 , 7 


6, 3 


C a A a >* J\ C 1 

jpenuer Ho j 










mscn isoiierte pbjj 


93 , 9 


71, 0 


22,4 


5,3 


/ f a w - bcimuiacion , Tag 8 


83,6 


63 , 5 


21,3 


15, 5 


B27PA*-Stimulation, Tag 20 


59, 2 


34 , 4 


25, 6 


30,4 


rIL-2 -Stimulation, Tag 20 


92 , 2 


75,8 


16, 6 


7,2 


jpenuer xix 
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95 , 7 


73,1 


22,3 


4 , 1 


oz / f a* - bcimuiacion , Tag 8 


85,2 


58 , 4 


26 , 5 


14 , 0 


B27PA* -Stimulation, Tag 20 


67, 1 


34 , 9 


31, 5 


32, 7 


rIL-2-Stimulation, Tag 29 


93, 7 


75, 0 


18 , 4 


6, 0 


Spender AS 2 










frisch isoiierte PBL 


94, 1 


66 , 3 


27, 4 


5,3 


B27PA*-Stimulation, Tag 8 


92, 3 


68, 6 


24 , 0 


7 , 2 


B27PA* -Stimulation, Tag 20 


91, 9 


70 f 2 


21,4 


7, 3 


rIL-2-Stimulation, Tag 20 


92 , 1 


74,3 


18,5 


7, 4 



Die aufgefiihrten Daten aus der FACScan- Analyse und aus MAb- 
Blockierungsexperimenten von B27PA* - spezif ischen T-Zellinien 
zeigen, dafi nicht CD4-positive a(3-TClT-T-Zellen, sondern viel- 
mehr yo-TCR + -T- Zellen die Hauptpopulation waren, die nach einer 
in vitro -Inkubat ion mit dem von HLA-B27 abgeleiteten Peptid 
stimuliert und expandiert wurde . In diesem Zusammenhang ist es 
erwahnenswert , dafi bei mehreren humanen Autoimmunerkrankungen, 
einschlieSlich rheumatoider Arthritis vermutet wurde (Soder- 
strom, J., Halapi, E . , Nilsson, E., Gronberg, A., van Embden, 
J., Klareskog, L . , Kiessling, R . Scand. J. Immunol, 12, 503- 
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515, (1990,), daS selbstreaktive yo-TCR*-Zellen an der oatho- 
genese der Erkrankung beteiligt sind, obwohl die relative An- 
zahl von yo-TCR'-Zellen weder i m peripheren Blue noch < n den 
SynovialflQssigkeiten and Membranen von RA-Patienten erHoht 
smd (Smith, M., Broker, 3., Morecta, L . , Ciccone, z Grossi 
C.E.. Edwards, J.C.W., Yuksel, F . , Colaco, B., Woman C 
Mackenzie, L. , Kinne, R., Weseloh, G. , Gluckert, K. . Lydvard 
P.M., Scand. J. Immunol. 32, 585-593 (1990,). Bei den Spondyl - 
arthropathien wurden yS-TCR*-Zellen aus Synovialf lussigjcei- 
isoliert. die in Reaktion auf Klebsiella pneumoniae prolife- 
rierten (Hermann, E . , Sucke. B . , Droste, U., Meyer zum Buschen 
felde, K.-H., Arthritis Rheum. 38, 1277-1282, (1995)) ode- Cy- 
totoxizitat gegen Selbst-Ziele, Daudi-Zellinien oder gegen 
durch Enterobakterien iafizierte B-Zellinien zeigten (Hermann 
E.. Ackermann, B . , Duchmana. R . , Meyer zum Biischenfelde K -H 
Clm. Exp. Rheumatol. 13, 187-191, (1995)). Hinsichtlich der 
Pathogenese von Spondylarthropathien wurden dementsprechend 
Spekulationen angestellt, dafi yo-TCR*-Zellen eine Rolle bei den 
fruhen, gegen durch arthritogene Bakterien infizierte Zellen 
oder gegen autologe entzundete „gestreSte" Gewebe aeri~hteten 
Abwehrmechanismen spielen konnten (Hermann, E . , Ackermann, B 
Duchmann, R. , Meyer zum Biischenfelde, K.-H., Clin. Exp. Rheuma- 
tol. 13, 187-191, (1995)). Eine andere wichtige Beobachtung 
wurde hinsichtlich der Rolle von HLA-B27- Peptid-scezif ischen " 
76-TCR'-Zellen im Tiermodell der experimentellen Autoimmun- 
Uveitis (EAU) gemacht. Adoptiv transf erierte yo-TCR'- Zellen von 
Ratten, bei denen mit dem uveitogenen autoantigenen S-Ag-Pentid 
oder dem kreuzreaktiven Peptid B27PD oral eine Toleranz induz- 
xert worden war, konnten eine Suppression der Uveitis in anti- 
gen-spezifischer Weise vermitteln (Wildner, G . , Hunig, T. , 
Thurau, S., Eur. J. Immunol. 26, 2140-48, (1996)). Angesichts 
dieser Ergebnisse ist es denkbar, dafi auch bei der menschlichen 
Krankheit der ankylosierenden Spondylitis yS-TCR*-Zellen mit 
emer Spezifitat fur ein Peptid aus dem mit der Krankheit as- 
soznerten HLA-B-Antigen B27 an der Immunmodulation oder sogar 
der Herunterregulierung von Entzundungen beteiligt sein 
konnten. Die bei der vorstehend beschriebenen Untersuchung ge- 
machte Beobachtung einer Reaktivitat peripherer T-Zellen 
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gegenuber dem Peptid B27PA* bei gesunden, HLA-B27-positiven 
3lutspendern steht der letztgenannten Moglichkeit nicht ent- 
gegen . 
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Patentanspruchp 

1. Verwendung eines oder mehrerer Peptide mit einer der rol- 
genden allgemeinen Sequenzen zur Diagnose und/oder Behandlung 
von HLA-abhangigen AutoimmunJcrankheiten : 

BL1-X-BL2-Y-BL3-Z oder 

BLi -X-BL2 - Y-BL3 - 2-BL4 -W-BL5 
wobei BLi fur 1 bis 2 Aminosauren steht, 
X fur Asp steht, 

BL2 fur 4 bis 5 Aminosauren steht, 
Y fur He steht, 

BL3 fur 3 bis 4 Aminosauren steht, 

Z fur Lys-Ala-Gln oder Lys-Ala-Glu steht, 

3L4 fur 6 bis 8 Aminosauren steht, 

W fur Arg steht, 

BI5 fur 1 bis 2 Aminosauren steht, 

wobei insertionen, Deletionen, Substitutionen, Modif ikationen 
und Inversionen einzelner Aminosauren bzw. Jtleinerer Gruppen 
von Aminosauren mitumfafit sind und ggf . c und/oder N- terminal 
weitere Aminosaurereste , Glykosylreste , Fettsaurereste oder Ai - 
kyl/Alke-nylreste (C X -C 1S ) vorhanden sind und/oder ggf. das oder 
die Peptide C- und/oder N-terminal um eine oder mehrere Ami- 
nosauren verkiirzt sind. 
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2. Verwendung nach Anspruch l, wobei das folgende Peptid 



Trp-Asp-Arg-Glu-Thr-Gln-Ile-Cys-Lys-Ala-Lys-Ala-Gln-Thr-Asp- 
Arg -Glu - Asn - Leu - Arg - Thr 

oder ein durch Substitution, Modification, Deletion, Insertion 
und/oder terminale Anfiigung einzelner Aminosauren oder kleine- 
rer Gruppen von Aminosauren von der vorstehend angegebenen Se- 
quenz abgeleitetes Peptid verwendet wird. 

3. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das folgende Peptid 
Trp-Asp-Arg-Glu-Thr-Gln-Ile-Cys-Lys-Ala-Lys-Ala-Gln 

oder ein durch Substitution, Modif ikation , Deletion, Insertion 
und/oder terminale Anfiigung einzelner Aminosauren oder kleine- 
rer Gruppen von Aminosauren von der vorstehend angegebenen Se- 
quenz abgeleitetes Peptid verwendet wird. 

4. Verwendung nach "Anspruch 1, wobei das folgende Peptid 

Leu-Asp-Leu-Asp-Ser-Ile-Ile-Ala-Glu-Val-Lys-Ala-Gln-Tyr-Glu- 
Glu- Ile-Ala-Asn-Arg-Ser 

oder ein durch Substitution, Modif ikation, Deletion, Insertion 
und/oder terminale Anfiigung einzelner Aminosauren oder kleine- 
rer Gruppen von Aminosauren von der vorstehend angegebenen Se- 
quenz abgeleitetes Peptid verwendet wird. 

5. Verwendung eines oder mehrerer Peptide mit der folgenden Se- 
quenz zur Diagnose und/oder Behandlung von HLA-abhangigen Auto- 
immunkrankheiten : 

BL6-O-BL7-M-BL8 

wobei 3Ls fur 1 bis 5 Aminosauren steht, 



0 fur Leu-Arg steht, 
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BL7 fiir 1 Aminosaure, 

M fiir Tyr steht und 

BLs fur 0 bis S Aminosauren steht, 

wobei Insertionen, Deletionen, Substitutionen, Modif ikationen 
und Inversionen einzelner Aminosauren bzw. kleinerer Gruppen 
von Aminosauren mitumfafit sind und ggf . C und/oder N-terminal 
veitere Aminosaurereste, Glykosylreste , Fettsaurereste oder Al- 
kyl/Alkenylreste (C^C^) vorhanden sind und/oder ggf. das oder 
die Peptide C- und/oder N-terminal urn eine oder mehrere Ami- 
nosauren verkiirzt sind. 

6. Verwendung nach Anspruch 5, wobei das folgende, Peptid 
Leu-Leu- Arg-Gly-Tyr-His -Gin- Asp-Ala-Tyr 

oder ein durch Substitution, Modif ikation, Deletion, Insertion 
und/oder terminale Anfugung einzelner Aminosauren oder kleine- 
rer Gruppen von Aminosauren von der vorstehend angegebenen Se- 
quenz abgeleitetes Peptid verwendet wird. 

7. Verwendung nach Anspruch 5, wobei das folgende Peptid 

Arg-Val-Ala-Glu-Gln-Leu-Arg-Ala-Tyr-Leu-Glu-Gly-Glu-Cys-Val 

oder ein durch Substitution, Modif ikation, Deletion, Insertion 
und/oder terminale Anfugung einzelner Aminosauren oder kleine- 
rer Gruppen von Aminosauren von der vorstehend angegebenen Se- 
quenz abgeleitetes Peptid verwendet wird. 

8. Gemeinsame, gegebenenf alls sequenziell erfolgende Ver- 
wendung jeweils eines oder mehrerer Peptide, wie sie in den An- 
spruchen 1 bis 7 definiert sind, zur Diagnose und/oder Behand- 
lung von HLA-abhangigen Autoimmunkrankheiten . 
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9. verwendung eines oder mehrerer Peptide, wie sie in den An- 
spruchen 1 bis 7 definiert sind, zur Diagnose und/oder Behand- 
lung von HLA-Klasse I -assoziierten Autoimmunerkrankungen oder 
von HLA-Klasse II-assoziierten Auto immune rkr ankungen . 

10. Verwendung eines oder mehrerer Peptide, wie sie in den An- 
spruchen 1 bis 7 definiert sind, nach Anspruch 10 zur Diagnose 
und/oder Behandlung der folgenden, nicht HLA-B2 7 -assoziierten 
Erkrankungen: Iritis, Uveitis, Psoriasis oder Erkrankungen des 
rheumatischen Formenkreises . 



11. Verwendung eines oder mehrerer Peptide, wie sie in den An- 
spruchen 1 bis 7 definiert sind, nach Anspruch 10 zur Diagnose 
und Behandlung von Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises 
wie Arthritiden, Arthritis psoriatica oder juveniler rheumatoi- 
der Arthritis. 



12. Verwendung eines oder mehrerer Peptide, wie sie in den An- 
spruchen 1 bis 7 definiert sind, zur Diagnose und/oder Behand- 
lung von mit HLA-B27. •assoziierten Aut o immune rkrankungen . 

13. Verwendung eines oder mehrere Peptide, wie sie in den An- 
spruchen 1 bis 7 definiert sind, nach Anspruch 12 zur Diagnose, 
und/oder Behandlung von ankylosierender Spondylitis (Morbus 
Bechterew) , Arthritis psoriatica, juveniler rheumatoider Ar- 
thritis, Iritis, Uveitis oder Psoriasis. 

14. Verfahren zur Behandlung eines an einer HLA-abhangigen 
Autoimraunerkrankung leidenden Menschen, dadurch gekennzeichnet , 
dafi es die Verabreichung eines oder mehrerer Peptide, wie sie 
in den Anspruchen 1 bis 7 definiert sind, an den Menschen um- 
fafit. 

15. Verfahren zur in vivo-Diagnose einer HLA-abhangigen Auto- 
immune rkr ankung bei einem Menschen, dadurch gekennzeichnet, daS 
es die Verabreichung eines oder mehrerer Peptide, wie sie in 
den Anspruchen 1 bis 7 definiert sind, an den Menschen umfafit. 
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16. Kit zur Verwendung in einem Assay zur Diagnose von HLA- 
abhangigen Autoimmunerkrankungen, der neben anderen, fur den 
Assay benotigten Reagenzien eines oder mehrere der Peptide, wi« 
sie in den Anspriichen l bis 7 definiert sind, umfaSt . 

17. Peptid mit der folgenden Sequenz : 

Trp-Asp-Arg-Glu-Thr-Gln-Ile-Cys-Lys-Ala-Lys-Ala-Gln-Thr-Asp- 
Arg-Glu-Asn-Leu-Arg-Thr 

oder einer durch Substitution, Modif ikation, Deletion, Inser- 
tion und/oder terminale Anfiigung einzelner Aminosauren oder 
kleinerer Gruppen von Aminosauren von der vorstehend angege- 
benen Sequenz abgeleiteten Sequenz. 

18. Peptid mit der folgenden Sequenz: 

Trp-Asp-Arg-Glu-Thr-Gln-Ile-Cys-Lys-Ala-Lys-Ala-Gln 

oder einer durch Substitution, Modif ikation. Deletion, Inser- 
tion und/oder terminale Anfugung einzelner Aminosauren oder 
kleinerer Gruppen von Aminosauren von der vorstehend angege- 
benen Sequenz abgeleiteten Sequenz. 

19. Peptid mit der folgenden Sequenz: 

Leu-Asp-Leu-Asp-Ser-Ile-Ile-Ala-Glu-Val-Lys-Ala-Gln-Tyr-Glu- 
Glu-Ile-Ala-Asn-Arg-Ser 

oder einer durch Substitution, Modif ikation, Deletion, Inser- 
tion und/oder terminale Anfiigung einzelner Aminosauren oder 
kleinerer Gruppen von Aminosauren von der vorstehend angege- 
benen Sequenz abgeleiteten Sequenz. 

20. Peptid mit der folgenden Sequenz: 



Leu-Leu-Arg-Gly-Tyr-His-Gln-Asp-Ala-Tyr 



WO 98/12221 PCT/EP97/05124 

Oder einer durch Substitution, Modif ikation, Deletion, Inser- 
tion und/oder terminale Anfiigung einzelner Aminosauren oder 
Jcleinerer Gruppen von Aminosauren von der vorstehend angege- 
benen Sequenz abgeleiteten Sequenz. 

21. Peptid mit der folgenden Sequenz: 

Arg-Val-Ala-Glu-Gln-Leu-Arg-Ala-Tyr-Leu-Glu-Gly-Glu-Cys-Val 

oder einer durch Substitution, Modif ikation, Deletion, Inser- 
tion und/oder terminale Anfiigung einzelner Aminosauren oder 
kleinerer Gruppen von Aminosauren von der vorstehend angege- 
benen Sequenz abgeleiteten Sequenz. 

22. Verfahren zur Herstellung eines Peptids nach einem der An- 
spruche 18 bis 22 durch Aneinanderf iigen von Aminosauren in der 
geeigneten Abfolge auf an sich bekannte Weise. 
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This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7("2>(a1 for the following reasons 
1 R7I Claims Nos.. 

^ because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely 

Remark: Even though Claims 1 through 15 refer to a method for treatment of the 
human/animal body, the search was conducted based on the cited effects of the 
compound/composition. 

2. ^ Claims Nos.: 1.5 

because they relate to pans of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically 

These Claims are distinguished by almost no solid characteristic, therefore excluding any 
reasonable or exhaustive search for economic reasons. The search was therefore conducted 
exclusively with respect to the object of the other patent claims. 



because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6 4(a) 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This internauonal Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows 




Claims Nos : 




As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
searchable claims 




As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 
of any additional fee. 




As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4 




No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
restricted to the invention first mentioned in the claims; it ts covered by claims Nos. 
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The additional search fees were accompanied by the applicant's protest 
No protest accompanied the payment of additional search fees 
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Siaha An hang Patentfamriie 



0 Batandera Katagortan von angegetoenan Varbffantirohungen 
*A* Var Often tiichung. die dan algemetnen Stand dar Taohnik defiriiert, 
abac nioht ala baton dan badautaam aruutenen at 

*E" altera* Dokuma nt, daa j ado oh era* am oder naoh dam intornationaten 
An ma Ida datum veroffantiieht wordan tat 

*L* Varofferrtlrohung, dia gee 3 net mt, etnen Priorrultaanaprvch iwarfehatt ar- 
•ohemen zu iaaaan, odar duroh dia daa VaMflantfichungadatum awtar 
andaren tm Reche/chenbenoht genannten * •rbffentJiohung baiagt werden 
toll oder die aua ainem andaren beeondaren Grund an gag aba n ml (wie 
auagetuhrt) 

"O" VarOffantlichung, die ten auf erne mOndtioha Ottenbenjng, 

etna Benutzung, eine Auaateilung odar andera Maftnahmen bezteht 

'P* VarOffantlichung, dia vor dam intarnabonatan AnmeJdadatum, abar naoh 
dam beanapnjohten Pnorrtt tad* turn ve rotten ttichtworden iit 



T Sp4tara Veroftenntohung, dta naoh dam alternation aien Anmeidedaium 
odar dam Phontitadatum varorfanttioht wordan at und mit dar 
Anmefdung nicht kotidiert, » on dam nur zum Veratandnrc daa dar 
Erftndung zugrundeeegenden Prrnxipt odar der ihr zugrundetiegendan 
Theone angegaben m\ 

'X* VarOrntntJiohung von be aonderer Sedeutung; dta beanapruohte Erfindung 
karm aJein aufgmnd dieeer Veroffenttiohung nioht ata nau odar auf 
errtnderieoher TAtigXert beruhend betraohtat wardan 

*Y* VerOffanttiehung von beaonderer Bedaubing: die beanaeruehte Erfmdung 
kann nioht an auf arhndtrmonar Titigkeit be nj hand betraohtat 
warden, wenn die Veroffemliehung mtemar odar ma h reran anderan 
Verbffenttiehungen dieaer Kaiegone tn Verbindung gebraohi wird und 
dieae Varbtndung fUr einan Faohmarn nahaliegend at 

*&" Varoffantiiohung, die Mitglied daraetoen Paiantfamtiia rat 
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Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 1 auf Blatt 1 



Gemafl Artikel 1 7(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kern Recherchenbencht erstellt 
1 [Y] Ansofuche Nr 

weil Sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Seh<5rde nicht verpflichtet ist, namlich 

Bemerkung : Obwohl die Anspruche 1-15 sich auf ein Verfahren zur Behandlung 
des menschl ichen/tieri schen Kbrpers beziehen, wurde die Recherche durchgefiihrt 
und grundete sich auf die angefiihrten Wirkungen der 
Verbindung/Zusarrroensetzung. 

Anspruche Nr 1 » 5 



□ 



weil 3ie Bich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wemg enlsprechen, 
dafi eme sinnvoiie Internationale Recherche nicht durchgefiihrt werden kann, namiich 

Oiese Anspruche werden von beinahe keinem festen Merkmal gekennzeichnet, was 
eine sinnvoiie und vollstandige Recherche aus okonomischen Grunden 
ausschl iesst . Die Recherche wurde darum nur auf den Gegenstand der anderen 
Patentanspruchen durchgefiihrt. 

Anspruche Nr 

weil es stch dabet urn abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6 4 a) abgefaflt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkett der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, da(3 diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



I I 0a der Anmelder atle erforderfichen zusatzlichen Recherchengebtihren rechtzeitig entnchtet hat, erstreckt stch dieser 
international Recherchenbencht auf alia recherchierbaren Anspruche der internationalen Anmeldung. 



Da fur alie recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnle, der eine 
zuaatzitche Recherchengebuhr gerechttertigt hatte, hat die Internationale Recherchenbehorde nicht zur Zahlung emer sotahen 
Gebuhr aufgeforderl. 



1 I 0a dBf Anmelder nur eimge der erfordehtchen zusatzlichen Recherchengebtihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
intern ationaJe Recherchenbencht nur auf die Anspruche der internationalen Anmeldung, fur die Gebuhren entrichtet worden 
aind, na/nlich auf die Anspruche Nr. 



4 CH Oor / ^ me ! d ?^ ai die * rf o f cterfichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Oer Internationale Recher- 
faflt* ' boachrankt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs QjJ Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

| | Die Zahlung zusatzlicher Gebuhren erfolgte ohne Widerspruch 
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